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(57) Abstract 



The invention relates to a method for identifying antibiotic-resistant strains of bacteria, especially strains of Streptococcus pneumoniae. 
According to the invention, the method is based on a combination of hybridization experiments and sensitivity-specific and resistance-specific 
probes. The invention also relates to the DNA probes and to a kit for carrying out the inventive method. 

(57) Zusammcnfiassung 

Die vorliegende Erfindung t)etrifft ein Verfahren zur Identifizicrung Antibiotika-resistenter Bakterien-Stamme, insbesondere 
von Streptococcus pneumoniae-Stammen, wobei das Verfahren auf einer Kombination von Hybridisierungsexperimenten mit Sensi- 
tiv-spezifischen Sonden und Resistenz-spezifischen Sonden beruht Welter betrifft die Erfindung die DNA-Sonden und einen Kit zur 
Durchfuhrung des Verfahrens. 
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DNA-Sonden, Verfahren und Kit zur Identifizierung Antibiotika-reslstenter Bakte- 
rienstamme 



Die vorliegende Erfindung betrifft DNA-Sonden, ein Verfahren und einen Kit zur 
Identifizierung Antibiotika-resistenter Bakterienstamme. 

Das Auftreten Antibiotika-resistenter Bakterienstamme, insbesondere von 
Streptococcus-Stammen, stellt ein wachsendes Problem dar. Bisher wurden 
Antibiotikasusceptibilitatstests so durchgefuhrt, daB Bakterien isoliert wurden, 
eine Kultur angelegt wurde, um die minimale Antibiotika-Hemmkonzentration in 
einem biologischen Test zu definieren. Dieses Verfahren nimmt mindestens 1 bis 
2 Tage in Anspruch. Innnerhalb dieses Zeitraums kann nicht gezielt und damit 
nicht optimal therapiert werden. Es besteht deshalb ein Bedarf nach einer 
schneileren Identifizierung bestehender Resistenzen. 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht darin, Mittel und Verfahren' 
bereitzustellen, mit denen Bakterienstamme, insbesondere Streptocokken-Stam- 
me, schnell und zuverlassig auf bestehende Antibiotika-Resistenzen untersucht 
werden konnen. 

Diese Aufgabe wird durch die in den Patentanspruchen angegebenen Gegen- 
stande gelost. 

Die Erfindung wird nachfolgend anhand der Penicillin-Resistenz von Streptococ- 
cus pneumoniae beschrieben. Dieses Prinzip gilt jedoch auch entsprechend 
allgemein fur Bakterien und fCir Resistenzen gegen andere Antibiotika. Beispiel- 
haft seien Neisserien und MRSA-Stamme (Methicillin-resistente Staphylococcus 
aureus), die keine S-Lactamase produzieren, genannt. 
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Alle Penicillin-resistenten S. pneumoniae-Stamme besitzen veranderte Penicillin- 
Targetproteine (Peniciilin-bindende Proteine, PBP). Die DNA-Sequenzen von 
Genen, die bei der Entwicklung von Penicillin-Resistenz in Streptococcus pneu- 
moniae eine ausschlaggebende Rolle spielen, sind inzwischen in einer Anzahl von 
penicillinresistenten Streptokokken-Stammen bestimmt worden. Es wurden drei 
Gene identifiziert, in denen bei der Entwicklung einer Penicillin-Resistenz zwi- 
schen sensitiven und resistenten Stamme Unterschiede auftreten: PBP2x, PBP1 a 
und PBP2b. 

Ein Vergleich der DNA-Sequenzen zeigt innerhalb der Gene Bereiche auf, die in 
alien sensitiven S» pneumoniae Stammen vorhanden sind, aber in resistenten 
Stammen verandert sind. In diesem Zusammenhang wird auf Fig. 1 verwiesen, 
wo gezeigt ist, daR sich die resistenten Stamme vom sensitiven Stamm R6 im 
PBP2x Gen mehr oder weniger deutlich unterscheiden, aber auch untereinander 
Unterschiede aufweisen. 

Auf grund der obigen Erkenntnis, dalS es Innerhalb bestimmter Gene Unterschiede 
zwischen Penicillin-sensitiven und -resistenten Stammen gibt, wurden von der 
Anmelderin DNA-Sonden entwickelt, mit denen resistente und sensitive Stamme 
differenziert werden konnen. In diesem Zusammenhang wird auf Fig. 4 ver- 
wiesen. Die Sonden, die spezifisch fur sensitive Sequenzen sind, diskriminieren 
Gene, die fur niedrigaffine PBP-Varianten codieren, welche fur Penicillin-Resi- 
stenz verantwortlich sind. Die Sonden, die spezifisch fur resistente Sequenzen 
sind, reagieren mit einer sehr haufig vorkommenden Klasse von PBP-Varianten 
und konnen auch fur epidemiologische Zwecke verwendet werden. 

Von der Anmelderin wurden folgende DNA-Sonden identifiziert: 

a) Sensitiv-spezifische Sonden fur PBP2x. Die Zahlen unter der Rubrik "Nu- 
kleotid" beziehen sich auf die Nukleotide der publizierten Sequenz (Laible 
et al., Mol. Microbiol. 5, S. 1993-2002 (1991)). Die Zahlen in Klammern 
beziehen sich auf das Codon und die Position (1,2 oder 3) im Codon des 
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Strukturgens. Die Anzahl der Basen im Nukleotid ist mit "mer" angege- 
ben. 



Nukleotid (Codon) 

314-330 



Oiigonukleotid 



-mer 



(105.2-110.3) 


AGT 


GAG 


CAA 


CGG 


GTA 


AG 


(i) 


17 


758-774 
(253.2-25S.3) 


AAC 


G-AA 


CGA 


TGG 


ACG 


GT 


(2) 


17 


792-809 
(264.3-270.2) 






CAG 


NCC 


CCT 


CCA 


; *♦ ^ 
'. — * 


IS (N:bevorzugt C) 
17 


1098-1114 
(366.3-372.1) 


TGC 


AGA 


TGC 


CAC 


GAT 




/ 1 • 


1302-1317 
(434.2-439.3) 


CTG 


GTC 


AGC 


TTC 


CTG 


CG 


( z ) 


17 


1677-1696 
(559.3-566.1) 


TGG 


TTA 




AGT 


.CGG 


GTT 


AA (£) 


20 


1715-1731 
(572.2-577.3) 


CTG 


TAT 


CGA 


TGA 


GTC 


CG 




17 


2011-2029 
(671.1-677.1) 


AAC 


AGT 


TCT 


GCT 


GAA 


GAA 


G (S) 


19 



b) Resistenz-spezifische Sonden fur PBP2x (wie oben; Sequenzen in Kiam- 
mern entsprechen den korrespondierenden Abschnitten bei sensitiven 
Stammen) 



1065-1084 
(355.3-361.3) 

1202-1221 
(401.2-407.3) 

1549-1566 
(517.1-522.3) 

1759-1776 
(587.1-592.3) 



(.2-.GG AGA AGT CTT TAA TA.G T) 
TGG AGA ATA WTT CAA TAG N (I) 



(TTG GTA GGG ACG GAT CCG) 
TTA GTT GGG ACG GAG CCT (III) 

(GTG ACG GTC CAA CAA CCT) 
GTA ACN NTT- CAA CAG CCT (IV) 



19 (N: bevorzugt C) 



(CCC TCC TTG AGC AAA .AGA TG) 
GTC TAC TTG AAC AAA AAA TG (II) 20 



18 



18 (N: bevorzugt G 
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c) Sensitiv-spezifische Sondeh fur PBPIa (Zahlen beziehen sich auf die 
Nukleotide der publizierten Sequenz des Strukturgens; Martin et al., 
EMBO J. 1 1, S. 3831-3836 (1992)) 

(1034-1051) TAG GAG CAC GCC ATC AGT IS 

(in den meiscen bekannten Sequenzen spezifisch) 

1631-164S GA.C G.AA ATG CCT A.TC TTG 18 

1722-1740 CTC TCA ATT TGT AGC ACC ^ ^ 

17S4-1S12 CTA TTC TAA CCG TCT GAG A 19 

d) Resistenz-spezifische Sonden fur PBPIa 

(TAG AGA CGA A7A GGT TGC C) 

CTC CGA NCA ATA CGT CTC T 15 (N : bevorzugt T 

(GCA CCT GAT GA.-. CTA TTT GC) 
1725-1754 GCT CCA GAT NAA ATG TTT GT 20 (N rbevorzugt G 



e) Sensitiv-spezifische Sonden fur PBP2b (Zahlen beziehen sich auf die 
Nukleotide der publizierten Sequenz des Strukturgens; Hakenbeck, R., 
Matrin, C, Dowsen, C, Grebe, T., J. BacterioL 176, S. 5574-5577 
(1996)) 

13 29-13 4S ATC AAA TAG CTA TAT GGT CC 20 



N = betiebiges Nukieotid 

Die obigen bzw. durch ein oder mehrere Nukleotide, bevorzugt bis 4 Nukleotide, 
davon abweichende Sonden eignen sich bestens, urn unbekannte Streptococcus 
pneumoniae Stannme auf Resistenzen gegen Penicillin zu untersuchen. 

Dafur werden erfindungsgemaB Bakterien aus einer Probe abzentrifugiert und im 
Falle von S. pneumoniae die PBP-Gene (die Resistenzdeterminanten) direkt uber 



SIXCID: <WO 984804 1A2J_> 



VV0 98/-^SC-41 




PCi7DE93/0ll34 



- 5 - 



PGR (polymerase chain reaction) wie in der Literatur beschrieben (Grebe und 
Hakenbeck (1996), Antimicrob. Agents Chemother. 40, S. 829-834) amplifi- 
ziert. Der Vorteil bei S. pneumoniae besteht darin, dalS eine Detergenz-induzierte 
Lyse schnell erfolgt und damit eine PGR ohne langwierige DNA-Praparationen 
erfolgen kann. Da dieser Schritt bei anderen Streptokokken nicht gelingt, wird 
mit diesem Schritt spezifisch nur Pneumokokken-DNA amplifiziert. Alternativ 
wird bakterielle DNA (chromosomale und/oder extrachrosomale) gemafS Stan- 
dardmethoden isoliert. Diese DNA wird mit mindestens einer Sensitiv-spezifi- 
schen Sonde und mit mindestens einer Resistenz-spezifischen Sonde unter 
Standardbedingungen, die dem Fachmann hinreichend bekannt sind, hybridisiert 
(s. z.B. Maniatis et al.. Molecular Cloning, Cold Spring Harbor, N.Y.: Cold Spring 
Habor Laboratory). Bevorzugt erfolgt die Hybridisierung unter stringenten Bedin- 
gungen, wie z.B. 20^C unter dem Schmelzpunkt der hybridisierenden DNA* Die 
Oligonukleotide werden vorzugsweise so gewahit, dafi sie ahnliche Schmelztem- 
peraturen haben und somit mehrere in demselben Hybridisierungsansatz mit 
denselben Bedingungen getestet werden konnen (s. Fig. 2). Die Oligonukleotide 
werden bevorzugt markiert angeboten (P^^, S^^, Biotin/Avidin-System; Dioxyge- 
nin (DIG)-markiert; Fluorescein-markiert) und gegen immobilisierte DNA hybri- 
disiert. Alternativ werden die Oligonukleotide nicht markiert auf einem Oligonu- 
kleotid-Mikroarray angeboten, und die zu hybridisierende DNA uber PCR gewon- 
nen und bei der Amplifizierung markiert. 

Aus dem Hybridisierungsergebnis kann man dann schlieSen, ob der unbekannte 
Stamm Antibiotika-sensitiv ist Oder nicht. Bei der Hybridisierung sollte, je nach 
Resistenzgen, mindestens eine sensitiv-spezifische Sonde und eine resistenz- 
spezifische Sonde verwendet werden. Vorteilhafterweise wird die DNA des 
unbekannten Stamms jedoch mit mehreren sensitiv-spezifischen und Resistenz- 
spezifischen Sonden nacheinander hybridisiert, da eine Resistenz-Abschatzung 
mittels nur einer Kombination von sensitiv-spezifischen Sonden und Resistenz- 
spezifischen Sonden mit Fehlern behaftet sein kann und eher nur als grobe 
Abschatzung diesen kann. Dies gilt insbesondere fCir den Fall der Penicillinresi- 
stenzen bei Pneumokokken und Neisserien. 
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Bevorzugte Hybridisierungsbedingungen richten sich nach dem AT-Gehalt und 
Lange der Oligonukleotide. Die Wahi der geetgneten Bedingungen kann der 
Fachmann mit seinem Fachwissen ausfuhren. So warden beispielsweise 10-100 
ng/ml markiertes Oligonukleotid fur PBP2x (s.oben) bei einer Hybridisierungs- 
temperatur von 45°-60°C mindestens 5 Stunden, bevorzugt uber Nacht, in 
SSC-Hybridisierungslosung eingesetzt. 

Die Oligonukleotide konnen auch als PCR-Primer verwendet werden, um damit 
einen PCR-Test aufzubauen (s. Fig. 3). Bei diesem Test kann auf die etwas 
zeitaufwendigere Hybridisierung verziclitet werden, allerdings mussen pro 
Stamm mehrere PCRs angewendet werden. Diese Metliode ist vor allem fiir 
epidemiologische Zwecke geeignet. 

Die Tatsache, daS weniger Sonden fur PBP1 a und besonders fiir PBP2b bekannt 
sind, ergibt sich aus der Tatsache, dalS in PBPIa und besonders in PBP2b 
kleinere Genbereiche fur die Resistenz von Bedeutung sind und daher auch nur 
kleinere Bereiche eine Sequenzvariation aufwetsen. 

Die Erfindung betrifft welter einen Kit zur Durchfiihrung des obigen Verfahrens. 
Dieser Kit umfaBt Mittel zur Isolierung von DNA aus Bakterien bzw. zur PCR- 
Amplifikation spezifischer Resistenzdeterminanten, Sensitiv-spezifische DNA- 
Sonden und Resistenz-spezifische DNA-Sonden (lyophiiisiert bzw. ais Oligonu- 
kleotid-Microarray), Reagenzien, Losungen, Puffer sowie Mittel zur Hybridis- 
ierung und zum anschlieSenden Nachweis hybridisierter DNA. Die Sensitive 
spezifischen DNA-Sonden und Resistenz-spezifischen DNA-Sonden sind bevor- 
zugt die oben aufgelisteten. 

Die vorliegende Erfindung weist den Vortell auf, dalS innerhalb kurzester Zeit, 
d.h. innerhalb weniger Stunden, Bakterien, insbesondere Pneumokokken, hin- 
sichtlich Antibiotika-Resistenz beurteilt werden konnen. Dies ermoglicht nachf ol- 
gend eine gezielte und effiziente Behandlung erkrankter Patienten. 
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Die Erfindung wird weiter anhand der Figuren beschrieben, welche zeigen: 

Fig.1 zeigt den Vergleich von Genabschnitten des Streptococcus pneu- 

moniae PBP2x-Gen zwischen Penicillin-sensitiven und -resistenten 
Stammen; Codon 85-750 
R6: Peniclilin-sensitiver Stamm 
andere: Penicillin-resistente Stamme 

Fig. 2 zeigt die Hybridisierung auf einem Oligonukieotid-Array 

Die Anordnung der Sonden auf dem Array ist im ersten Block der 
Figur angegeben. Die Zahlen (1) bis (8) bzw. (I) bis (IV) entspre- 
chen der Nummerierung der oben angegebenen Sonden fur PBP2x. 

A) Stamm R6, eine sensitiver S. pneumoniae Laborstamm und . 
stellvertretend fur andere sensitive Stamme: alle Sensitiv- ^. 
spezifischen Oligonukleotide (Nr. 1-8) werden erkannt, wah- .^j - 
rend alle vier Resistenz-spezifischen Oligonukleotide (l-IV) n 
nicht erkannt werden. 

B) Stamm 2349, dessen PBP2x-Gen zu einer haufig und global 
vorkommmenden Klasse von PBP2x-Genen resistenter Pneu- 
mokokken gehort. Nur eines der Sensitiv-spezifischen Oligo- 
nukleotide wird erkannt, da die veranderte Sequenz nicht 
den 3'-Bereich des Gens uberdeckt. Alle anderen Sensitiv- 
spezifischen Oligonukleotide (Nr. 2-8) hybridisieren nicht. 
Alle Resisteriz-spezifischen Oligonukleotide (l-IV) hybridis- 
ieren. 

C) Stamm J 19, ein resistenter Stamm mit einem PBP2x, das 
nur teiiweise Sequenzen hat, die mit dem von Stamm 2349 
ubereinstimmen. Eines der Resistenz-spezifischen Oligonu- 
kleotide (III) reagiert nicht. 
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D) Stamm Pn12, ein resistenter Stamm aus Papua, dessen 
PBP2x eine ungewohnliche Sequenz aufweist. Funf der 
Sensitiv-spezifischen Oligonukleotide reagieren nicht, ein 
Beweis, daS das PBP2x keine durchgehend sensitive Se- 
quenz aufweist (und daher Resistenz vermittelt). Allerdings 
reagieren auch keine der Resistenz-spezifischen Oligonukleo- 
tide, was anzeigt, dalS eine ungewohnliche Sequenz auch in 
dem "resistenten" Genbereich vorliegt. Stamme wie dieser 
stellen die Ausnahme dar, konnen aber auf Grund des Scre- 
ens eindeutig erfaSt werden, vor allem wenn weitere Oligo- 
nukleotide verwendet werden, die fur andere PBPs spezifisch 
sind. 

Fig. 3 zeigt das Ergebnis von PCR-Reaktionen zur Amplifikation von S. 

pneumoniae R6-DNA als Auftrag auf einem Agarosegel. Als PCR- 
Primer wurden die oben mit (1) bis (7) gekennzeichneten PBP 2x- 
Sonden als "Forward-Primer" so wie jeweils Sonde (8) als "Reverse 
Primer" eingesetzt. Als Kontrolle wurden PCRs mit den Sonden (1) 
als forward-Primer und (IV) als reverse-Primer bzw. (II) als forward- 
Primer und (IV) als reverse-Primer durchgefiihrt. M = Gro&enmar- 
ker 

Auf dem gezeigten Gel ist klar zu erkennen, daft nur die Sensitiv- 
spezifischen Sonden eine Amplifikation ergeben, wahrend keine mit 
Resistenz-spezifischen Sonden stattfindet, 

Fig. 4 (a) - (!) Ermittlung der erfindungsgemalien Sonden durch Sequenz- 

vergleiche 



Die Erfindung wird weiter anhand eines Beispiels beschrieben. 




BEiSPIEL: isoiierung von S. pneumomiae Bakterien-DNA und nachfolgende 
Testung auf bestehende Resistenz gegenuber Penicillin 



Bakterien vom Stamm S. pneumoniae R6 warden in Brain-Heart-Infusion (BHD- 
Medium uberimpft und uber Nacht bei 37®C wachsen gelassen. Die Zellen 
werden abzentrifugiert und durch Resuspendieren des Sediments in 1 0 /yl 1 0 mM 
Tris/HCI-Puffer, pH 7,2, 0,05% Triton-XlOO lysiert. Je 1 jj\ der Zellsuspension 
werden pro 20 jj\ PCR-Ansatz (0,2 jj\ Taq-Polymerase, je 1 pM Oligonukleotid- 
primer, 2 /j\ 10X PCR-Puffer, 4-6 mM MgClz) verwendet. Fur die PCR-Reaktion 
sind 25 Zyklen mit 5 sec. Annealing 96°C, 5 sec. Annealing 52°C, 10 sec. 
Extension bei 72°C ausreichend. 

A) Agarose-Gelelektrophorese 



In den PCR-Reaktionen (Bedingungen s. oben) werden folgende Primer- 
kombinationen verwendet: 



forward-Primer 


reverse-Primer 


Sonde (1) 


Sonde (8) 


Sonde (2) 


Sonde (8) 


Sonde (3) 


Sonde (8) 


Sonde (4) 


Sonde (8) 


Sonde (5) 


Sonde (8) 


Sonde (6) 


Sonde (8) 


Sonde (7) 


Sonde (8) 


Sonde (1) 


Sonde (IV) 


Sonde (II) 


Sonde (IV) 



Die Bezeichnungen der Sonden entsprechen den oben bei den Sequenzen 
angegebenen Zahlen fur PBP2x. 
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Je 4 //I Aliquots der PCR-Reaktionen wurden auf ein 1,5%-iges Agarose- 
Gel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Das Ergebnis ist in 
Fig. 3 gezeigt. Daraus ergibt sich, dalS R6 ein sensitiver Stamnn ist. 

B1) Dot-Blot 

S. pneumoniae R6-Bakterien-DNA wird mit ubiichen Primern (Grebe u. 
Hakenbeck (1996), Antimicrob. Agents Chemotherap. 40, S. 829-834) in 
einer PCR-Reaktion (Bedingungen s. oben) amplifiziert. Die PCR-amplifi- 
zierte DNA wird durcii Erhitzen denaturiert (2 min. 96^C, anschiieBend 
4°C), jeweils 2 jj\ davon werden pro Probe auf eine Nylon-Mennbran 
aufgetragen. Die DNA wird durch Bestrahlung mit langweliigem UV-Licht 
auf der Membran fixiert, unspezifische Bindungsstellen bei 60°C in Prahy- 
bridisierungslosung (6x SSC, 5x Denhardts-Losung, 0,1 % SDS, 50 mM 
Na-Phosphat-Puffer pH 6,5, 0,1 mg/ml Heringsperm-DNA) unter leichtenn 
Schuttein fur 5 Std. abgesattigt. Die Hybridisierung nnit den PBP2x Sensi- 
tiv-spezifischen Oligonukleotid-Sonden (1) bis (8) bzw. den Resistenz- 
spezifischen Sonden (I) bis (IV) erfolgt in Hybridisierungspuffer (wie 
Prahybridisierungslosung, jedoch mit 50 ng/ml Oligonukleotid-Sonde) uber 
Nacht bei ca. 50^C. Das Filter wird 2x5 min. bei Raumtemperatur mit 
2x SSC/0,1% SDS bei 55°C gewaschen. Die Proben werden mit anti- 
DIG-AP-Konjugat nach den Herstellerangaben (Boehringer Mannheim) 
angefarbt. Auch hier zeigt sich, daB nur die Sensitiv-spezifischen Sonden 
eine Hybridisierung ergeben, was anzeigt, daS der S. pneumoniae-Stamm 
R6 ein Penicillin-sensitiver Stamm ist. 

82) Oligonukleotid-IVIikroarray 

Methodisch wird wie oben unter B1 ) vorgegangen, jedoch mit dem Unter- 
schied, daR die Oligonukleotide als fertiger Array angeboten werden und 
die zu hybridisierende DNA uber PGR mittels DIG oder fluoreszeinmarkier- 
ter Nukleotide markiert werden muS. Das Prinzip der "high density" 
Mikroarray-Hybridisierungist in "Nature Biotechnology 1 4, S. 1675-1680, 
1 996" beschrieben. Das Ergebnis dieses Versuchs ist in Fig. 2 A gezeigt. 
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Patentanspruche 

1) Verfahren zur Identifizierung einer Antibiotikaresistenz bei Bakterien, 
wobei das Verfahren die folgenden Schritte aufweist: 

(a) Isolierung von Bakterien-DNA 

(b) Hybridisierung der in Schritt (a) gewonnenen DNA mit min- 
destens einer Sensitiv-spezifischen DNA-Sonde und minde- 
stens einer Resistenz-spezifischen DNA-Sonde. 

2) Verfahren nach Anspruch 1 , wobei die Bakterien Streptococcus pneumo- 
niae sind. 

3) Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei es sich bei der Antibiotikaresi- 
stenz um Peniciliinresistenz handelt. 

4) Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, wobei die Sensitiv-spezifi- 
schen Sonden ausgewahit sind aus den folgenden Oligonukleotiden bzw. 
sich davon durch ein oder nnehrere Nukleotide unterscheiden: 

AGT CAG CAA CGG GTA AG 
AAC GAA CGA TGG ACG GT 
CAT TTC CAG NCC CCT CCA 
TGC AGA TGC CAC GAT TC 
CTG GTC AGC TTC CTG CG 
TGG TTA TCT AGT CGG GTT AA 
CTG TAT CGA TGA GTC CG 
AAC AGT TCT GCT GAA GAA G 
TAG, GAG CAC GCC ATC AGT 
G AC GAA ATG CCT ATC TTG 
CTC TCA ATT TGT AGC ACC T 
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CTA TTC TAA CCG TCT GAC A 
ATC AAA TAC CTA TAT GGT CC 

5) Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 4, wobei die Resistenz-spezifi- 
schen Sonden ausgewahit sind aus den folgenden Oligonukleotiden bzw. 
sich davon durch ein oder mehrere Nul<leotide unterscheiden: 

TGG AG A ATA NTT CAA TAG N 
GTC TAC TTG AAC AAA AAA TG 
TTA GTT GGG ACG GAC CCT 
GTA ACN NTT CAA CAG CCT 
CTC CGA NCA ATA CGT CTC T 
GCT CCA GAT NAA ATG TTT GT. 

6) Verfaliren nach einem der Anspruche 1 bis 5, wobei die Sonden radio- 
aktiv markiert sind. 

7) Sensitiv-spezifische DNA-Sonde zur Identifizierung Penicillin-resistenter 
Streptococcus pneumoniae Stamme ausgewahit aus den folgenden Oligo- 
nukleotide bzw. sich davon durch ein oder mehrere Nukleotide unter- 
scheidend: 

AGT CAG CAA CGG GTA AG 
AAC GAA CGA TGG ACG GT 
CAT TTC CAG NCC CCT CCA 
TGC AGA TGC CAC GAT TC 
CTG GTC AGC TTC CTG CG 
TGG TTA TCT AGT CGG GTT AA 
CTG TAT CGA TGA GTC CG 
AAC AGT TCT GCT GAA GAA G 
TAG GAG CAC GCC ATC AGT 
GAC GAA ATG CCT ATC TTG 
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CTC TCA ATT TGT AGC ACC T 
CTA TTC TAA CCG TCT GAC A 
ATC AAA TAG CTA TAT GGT CO 

Resistenz-spezifische DNA-Sonde zur Identifizierung Penicillin-resistenter 
Streptococcus pneumoniae Stamme ausgewahit aus den folgenden Oligo- 
nukleotide bzw, sich davon durch ein oder mehrere Nukleotide unter- 
scheidend: 

TGG AGA ATA NTT CAA TAG N 
GTC TAG TTG AAC AAA AAA TG 
TTA GTT GGG ACG GAC CCT 
GTA ACN NTT CAA CAG CCT 
CTC CGA NCA ATA CGT CTC T 
GCT CCA GAT NAA ATG TTT GT 

Kit zur Identifizierung Antibiotika-resistenter Bakterienstamme auf weisend 
Mittel zur Isoiierung von DNA aus Bakterien bzw. zur PCR-Amplifikation 
spezifischer Resistenzdeternninanten, Sensitiv-spezifische DNA-Sonden 
und Resistenz-spezifische DNA-Sonden, Reagenzien, Losungen, Puffer 
sowie Mittel zur Hybridtsierung und zum anschlieSenden Nachweis jiybri- 
disierter DNA. 
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Streptococcus pneumoniae PBP 2x 
Mosaic Genes in Penicillin Resistant Strains 
(codon 85 - 750) 
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Fig. 1 
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Rasterbeispiel fiir ein Oligonukleotid-Array 



rCT/'DZS'S/Oll 



1 


2 




4 


5 


6 


7 


8 


I 


II 


T T T 


IV 



A (R6 = sensitiv) 



B (2349 - resistenu slobal vorkommender Klon .t 



C (J19 - resistent) 



D (Pn 12 - resistent. aus Papua und ungewohnlich) 



Fig. 2 




fe, PC7/DE, :. jil34 



kb 

3 
2 

1.6 



0.5 
0.3 



Fig. 3 



DOCID: <WO 98480iHA2j_> 



4/12 



< 

CO 



O Q) 
0*0 



; «-i CrM 



0) « 
«) N 



*^ 

^ (u a\ 

^0 t 

^ u 

i s « 

o% ii O 
^ CU 

g = t; 

I to )H 

at ic'O 



r-tCNfMf-lO I 

iHCNOrn< ( I 

o r-l E-< « I 

tHi-HOOn «C • 1 

r-ti-ir~<MU 1 « 



»-«i-iromCJ-iJf-'C-» 



«H r>i rM E-" » » 




<HOO<-«< I 

oo\aonO I 

o<r>oo<MO I 

oo>a>>HO t 

00>p«r>E-< » 

ocn r- oj < I 

o<Tivon u 

o m U3 fv> E- t 

omvo-iO » 

O OmTi m t- I 

o CM tn »H <; 1 
O o» ^ m e-i u 

oev'O'— » f-> I 
ooxmn E- u 
oo\r^n u I 
0€J\fn<-< E-* ' 
Oa»<N*nCJ » 

OOtfNfM cj i 

oo%— <m< 1 
o <Ti ^ <N u I 

OOxOfnE-i • 
o c\ o rsj <; I 

OCxOrHO I 
O OO OA CN *< I 

O CO £r> i-H O I 
ooooom H I 

O aj 03 fN o 
OOOOOiHO 

O aj r- rn 
ooor- fN e-« 

ooovom o 

OOOUXN o 

OOOUJr-( (J 

ocomcMH 





<< 11(1 




1 <<<< 








I 1 • 1 1 


O 1 


1 i 1 1 » 1 






<E- 


HE- III. 






U 1 


i « 1 r • 








<< j • 4" 







8 



I I 
t < 



• £-E- 

E- O 

u i: s »-"o> sr 



r- • f-e-r- 



•O DO 



I I I 
I I t 

! I I 



•f-E- 



f-i «o <9 r<l t » 

•~IW9^<(C • * 

•-•iOr^m O ' I 

«-««>rooje^ I I 

•-I «0 m •H «£ I I 

•-isorsjfnt- I I 

vo CM (N < I I 

r-i \o ro O < 
^ vo •-lOi o I » 
^%o^^O » • 

^\oor>»< I 1 

-^«>0'^e- « I 

— ^ tn ON m O I » 

m ON rsi tj ♦ » 

^ lAON <C I I 

^ in com 1^ I It 

t-i tnoorM I t 

wvnco-«< I I 

»-*mc>-f*%0 I ' 

-tinr-cMO I I 

.-•»nr--^0 I I 

in«o#^ ( I 

r-tinvorM«4; i i 

-HinvOi-H#X 1 I 

^tn»f»fn«t I • 
«-imirnNi ID » I 
tn »r> *-i o I I 
-Hm^mo< " 

^tn^»-i«i I 1 
—« to ro m «C £- B-i 

— «inrocsC> • I 

—• IT) r<^ —« CJ I < 
«-i m €M m < E-" E-" 

-^inrsicaO I I 

^inrM.-»0 I • 

Win ^r-n t- J I 

-*in-HCMt^ • I 

<-4inwf-iH • • 

-^momu I • ( 

•-iinofNU I I 

«-«inOt-i6^ » I 

-^^OVf^t- » I » 
-^■q-ONCN t- 1 < 

«-iTr o\tH o I I 

«-l ^ 00 (N < I I 
W5»c0^-i U I I 
i-t O I < I 

w^r-<N -< I I 

—i V r- r-l *£ I I 

«-t9V0f^O I I < 

r-t 51? \o r* E-« I I 

.-•^\o«-iO • I 

vmr^Ei I I 

wrptnw < I I < 
— < < 

•HIT ^<N (J I I 
W ^ ^ W (J I I 

rH ^ nr^ I t 
f*»f<ii I » 
wvn«-< (J I I 

«-l^CNfMO • I 

WVO}.-4H • I 

w^ wroO I I I 

W V WfN fr- I I 

^^w^U • I 
-^^Orort • I ) 
.-•^OCS«< I • 
.-iTTOWU I I 
t-ir^ONr^O 4) <t < 

•-HmOMHO > I 

w^noow I I 

^i*»f»-<t5 I I 

wmu>i-iH • I 
t-i m »nr^ o *-» B-* 
»H m in<N tJ CTO 
-H in 1-^ 
»-« »^ ^ < OiO 
t-«fnvr»< I I 

^nroc>»< I I 
wrom^O • I 

wmfMoiE-* I • 

-^mr>*t-<< » < 

i-i r> O *J 

•-4m<M(>i< i • 
^o^^O • ' 

I— ir^Om O I I 

— »»^Of>«E- • I 

-HfMONO^ £-> OCJ 

.-irgo\<N< I I 

wcNOv^E^ I I 

T-if>ioomO ' • 

^(MOOfN < t t 

.-4fM0Dr^4 I I 

»-ir*r»#nH • • 

f^CMP- i-»0 » I 
r-1 fM \o r>» E- • I 

•-•rMtOfNt- I I I I 



13! 



I < I 
1 E- I 



ill 



I < I 



i I I 

9U I 



o*r->a-. <s» •'-< ■'-« 

i-^cN <?» <y\ r>j o O •«3' o\ .-I E S r- 



•-*>-^t-'0 ^ iJUCM 

Of- NO S^e>.Hoo *Hoo r^mrsj a\ <n r>» o o o> r-. g e 
a; 9 ^ 9 a iM *^ ^ o b. u» ^ €>! OS D D => => a. o b o ^ rvj <N 00 V) c o w s: 



JSIX3CI0: <WO ^984S041A2J_> 




(N O'T fNJ < I 

<N OCMrvl < I 

fMO»-trM O I 

CMOOrn rt: I 

f>»0 0»-<CJ « 

fH<n<nr40 » ' 
«^o\ 00 mo 

f-4 o\ fn f-» O O 
^ r- fM ' 
^o\r-.H_ . . 
.-<o»u>«nEiOOO 



^miniNp III! 

^0«mrHf-4 I t I I 

^o>^mSi« I t t I 

«-»C»^<MO I I » I 

♦-«o\^»-»CD I i ♦ » 

^air»»<<»>H tilt 

t-IOtmoi|« I » I I 

^a><o*^H ill! 

*HO\r>««n«£ I I O « 

MO«CIC>l< till 
•-40\(NtHO4 < I > 

^o«f>irMO • t I I 

•-lat^fHC!) till 



I t t I I 

I i i I 1 



I t I I I 



I I I I I 



I 



U I 



•Mcocno) O 

•-IOOO>.HO 

«Ha>coraO H H 1^ < 

<Heo«>cK t I I I t t 

•-«eooo«-4EH I I t I t I 

•HCorriH I I t I I I 

fHcot^mti) I I I I I I 

^oor^r^ < I I I I I I 

<Heo^Oro ti<<<U I t t 

«-4oo\or40 t t t t I I 

«H«D\0*H o ( I • < ' < 

^eoirtr^E-* I I O i t < 
iMnindieC I I I I t I 

^ WrriO 
i-iCOVCMO 
^HW^i^O I * * 

THc©mm I I t 
«-4a>mr>iO i < « 
•-tcomvH< 1 I t 
•HmcMf^OfriH 
*-io>(Nir40 t i i 

^COtSiFHitf I I I 

«H<D«-in<00 I 
«-iaQtHc«0 ( I I 



i 



« OO t 



t ( 



r: 

r-*r-a»roe-i I I o I I I I I 

•HP»o>rj < t I I t I I I < 

•H a* r-» 0 *< «c I I I I I t 

THr^oorofioo I I I » I I 

iHr>aor>tfe^ i i i t i t t i 

^r*o)^*<C)OC> 1 t • t I 

r* m o e-" t 1 t I I I 

<Hr>r«r4C!>i < < i i • i i 

•^t^l^r-l o t 1 I t I I I I 

rH «3 m o I I <tc I I I t t 
«^r*vorM«^ I I I I I I t t 
tH vo << o O 1 I I t I 
•-«r»inmo i i €-• » t i ♦ i 
i-it^incNe- I I t t t I I I 
0Ht>tni-to t I 1 t 1 t I I 
^i-'^mO t I I I t t I I 
•ir^^cj « I o I I I « « 
f- ^ »-t o *< I 1 1 I I I 
•-ir.ro ro < OOt-« t I I t I 
•H ncj u I < i I I > t I 
^r-r»>»HOi t t t t t t I 
t-ir>o»m£-> t I «c I t t I I 
wr*<>jrNO t I I I I t I t 
wr»CN»-^0 t I <<i4:<< t 
f-«t>..-tr*»<; 1 I I i t I I i 
iHr>»-ics*c I I I I t t I I 
f-ir>4-i<HO I I < I t t I I 
wt^OroO «C«CO i I « I I 
f-ir-OfNEHt « I t » I I » 
♦-tr^o^E-i t OU I I I I • 
i-i«Jcr»fO<0 6-»U I I OO I 
iH«ocncM < I I I I I I I I 
^soOf-HO I I I I I I t I 
f-iu>co(n< I I I I i I 
^ I I I I I I I I 



fHVDOOfH 

vH^r>r1A I I I 

t-t«ou>rooe AC << 

r-tU>VO<N H I t i 
•HU>VOr-t<4: I I I 

•-4toinfnE-iOOO 
«-*winno I O I 

»-4(Om<H I I o 



I I t I I 
lilt 



o t 

O t 

< 1 



e> 1 
o • 

O I 
OH 

<o 
o< 
<^ 

O I 



OOOgH 



OH 
H I 

< I 

H I 



rt:E-'E-<'<rt:<H<00 



: : ; 

3! : ! ! 

O 1 1 1 1 

3! ! ! 1 

O i 1 1 1 

OHHHH 

: ! ! 


O » 


1 1 

HH 




< 1 
OO 
1 1 


CCAATCGTA 
-T--CA-A- 


1 1 
<< 


<< 
OO 

1 1 


ACCAGTC 
— TG-C- 


! OO 

< 1 t 


1 1 1 
I HH 

1 1 1 




1 1 1 



88 

So 



I I 1 OOOOO 



O ' ' 

L fr H 1^ fj* 



I I I I I I « I 



rvj^lNrjCJ 

fM^r\ir-»0 « I I 

rM^^r^.:3 t 

r: f- ! 1 I 1 ' . I 

ri ^ ^ U O O ' O O I « 

CM^O-^C- I I I « • I " 

CM^OfMO' • » ' ' I I 

fM^O'-O ' ' ! < 1 » » 

r>* «^ o\ fM I » I t I I 

fMfOO\— to » • 

C4roa>c^O<<<<< • «* 

r«irnOOO*< I I t I t I I 



H « • H I e-t- 



1 O I I O t OO 



I I I I I I I I I I OOOO 
I I t 1 t I I I I I I I I I 



;• H<< • t<<i I t -< 1 o<<«< 

I U : < • < ) • • • • • I I • • < ' < I 

I 0<<«<<< I I t t I I I 1 I I •<<4< 

I H •<•>•'•**■• I <■ I I > I 

• OOOOO I i ( I I I I I I I OOOO 

« £- I I I I I I I I t t f I t I I t I i 



I 1 I I I 



I O ( 



I O I 



rsj m r> m «a: 
r>j m r-" «< 
Mpor> »-i O 

f\j .-H e- 
Mfmnmo 

CN fo H 
CM r^^fN H 

rj n roro £-« 

<N r-> r-> <-H <: T I I ■ I 
fNn<N^->Ot-E-"OE-'£^ 

.•Mm.-»mO I 
CMfOOMO » 

fsamO i-l < : 

CM r>»o> m o I 
n ev» o> c-j O • 
f^^f^ltf^f-^0 ' 
r4rMCoro< « 
M.-jectMO ' 
nrtoa f-HO i « » ■ 
r4 0ir*mH<*tO 1 
r J ri r» cN H I ' • ' 
M r J r> ^ O E-t E-» ' ' 
rj r J «x> E- O O ' • 

OJCMVOrMf- » i I I 

CM r4 vD •H < E- ' • 
rNCNtnmE-.UOOO 
ritNinr^JO ' I *CU 
CM*N»n^< I • < • 
fsicN^'OOHt-HH 
rj<N^<N < t I I . 

CM OJ ^ f-< < 



I «C I ( I I 



I I t t 



till 



till <<<< 



11(11 



• I I I 



I I I I I I 
i I t I I I 



I I t t I I I I I I 
I t I I I I t I I I 



I I t I I I I « I I I I I I 1 I I 

I t t I I I 1 I I I I I I t I I t 

t I t I I t I I t I t I I I I I I 

t I I I I I I I I I t i I I I • I 



I I I 1 I t I I 



I 06-HE-E- « 



I t*EMH I I HHHH 



I HH 



I OE- 



• O ' 

I O - 

I < I 

I O I 

t •< ' 

I O I 



lilt 



I I I I I I I 



I I t HH ) > 



I t I I I I 
I I I I I I 



t I t I I I 1 I I t 



O 

-<E-HE-E- 



I I I I 



till 



I I I t I I 



I I 1 I I 



t I I I I 



< • 



1 



I I I I I I 



I f-O I OU 
I OU I OO 

I < : I I I 

• OE- \ E-E" 

I < • I I < 



I < I I <<<< 

I < • I • t 5 J 

I H « I HHS-E- 

i O ' I O O OO 



CM rsimcM t-" 

CirslfMroO I II 

fN<NC>JOlO ' I 

rMCMr>i«~iE- I « 

CM fN •-• ro E- t I 

fM<Mi-lCJO I I 

rM<M»-»^< I I 

iMCMOmO < *t 

rs»<NOCM «£ t I 

<MfMO*H O « « 

CM ^ m O H E-* 

OJ i-H <ri OJ Eh I i 

CM »- ■ - . . 



ri ^ ot> m «£ E-t £h o ' 

{M.--tCOfMO I • f I 

r4f-ico«-tO ' ' ' ' 

CN f-i r- r-v e- J I I I 

ri ^ r> r J O • i • i 

CM r- — 4 t-> > I I • 

r» vo M o < «C < I 

r»^\orMO » I I I 
r^j T-t — I " 



I I I I I 



I H 



I I I I ■ 1 I I 

I < I I 4i<i4:«£ 

I < I I I I t • 



I o 1 < < > ■ * 
I I I 1 I t I I 
I I t 1 1 I I I 



I E- I t E^H E^E- 



I O 1 OOOOO 



r~*\o^~<tX. \ \ I I I I I 

r-imm»4: I I o • ' I I 

.-SI rH in n O • « • » ' > I 

rsjt-nn— *0> " • • ' • » 

rj^^mOE-'E-'E-'i * • ' 

oj I-" ^ r-4 E-* I « I < ' • ' 

r J ^ -J o < < < < ' I I 

rJr-in-im(jE-E->i ikCiH 

r J r i ' • • • I • ' 

rvo—fO-^E-CJO" " « I I 

CM— trvf^O" i£-« I t I 

r J — < CJ ps» O » ' ■ ' ' ! ' 

r>*i-irj— I » O I I I t 

fM-^-^rlO • 1 < I I I I 

rMr-ivHrMoC I I J I I " " 

CM riOroO < • " • 

rg-^OcMOOOOi < 

CM^OrH < f- E^ I 1 1 

O o> m <^ t- E- I I O 

O (J\ CM O ' ' • • ' 

r^oo>»-» O • ' • « • 

*joeomE- I ( • I t 

.'>4O00rM< I I < • I 

rjocot-«0 ' • I « » 

r4 0r-«*>*< ( t o I " 

CMOr- (N »:t • • t • t 

ci o p* O • ' ' • • 

<N3 O voro E-" I I I • ' 

CMO««CM .j; I I I I I 

{N0\0 r-1 •<£ I I I ) > 

fMOinrO< 1(111 

fMOinfM< « I I 1 I 

(MOin-tO I I I I • 




CO 
O 



a: s: i: >-• a\ :z oo^^o cm-'-. — ccse*— o^2: cMmtncM-r^-^^-i 

O r- S "V <Tx — * 00 -^oo — •r^cM <r o\ cm o o cn 6 E r- o r~ S ''^ o> — ^ °o — <00 -h/-^<-si os omn OO^ os»-» £ E 



.r;::CClD: <V/0 9S48041A2_L> 



wo 9t£/4^C41 



PCT/T> £98/01 134 



6/12 



r««009r^< t < I I I 1 • I I I 



<<o»<<<< 



INCOm*H « 



I I I I I I I I 



CNCOCNfM < I 

rsj CO fN »-( o I » 1 I 1 I I O I < 

r>4 CO lO; < t 1 I t 1 I I I I 

fN <D wo* < ^ 6^ H H Eh H e- 

rMoo«-iT-«o I I ( 4 I « I I i I 

MeoOr-iE- I I I I t • I I 1 ( 

iNOOOrtE-i I I i « > I I I I 1 

tMOOOr-lf-i I I I I t t I I • I 

(Nr'OxnHOCJUOUCJCJCJO i 

Mf^mrsiU t I I I • I I I » I 

IMr»ITttHU t i I I I I I I » I 

(Nr-cof-> t- 11111111(1 

nr^aofN< I I I I I I t I I I 

fMf^ OOr-l O I I I I I I I 1 I I 

mr* r- ro o i i i i i i i t i < 

f>»r~r-<M H I t • t I t I I I t 

cN r- u>m o • I • • I • I I < I 

(Mr>«ooi< I I I t I t I I I I 

(N «3 .-H O I I I t I t I I I I 



I <<o<<<< 

■ • -< 

2 



I I I 



I I 



I I I I I I 



I I I I I 



rgr»^<M< i t 
o»p»«»,-iO » » 
*N r- n t-« » I 

c^t^mr-mt I I 

eg r» <N H O CJ I OUUUUCJ 

«Nr**NC>lf-i I I I I « t I I I 

CI IN «-i e- t I r I I I I i I 

r* r- -H n u 6-« H i i i 

rMr~f-«<N u t I I I I I I I I 

CJp'i-iwe-i < I I > < r I I I 

fMr^Or^C3<*« <<<<< I < » 

nr>ora < i i i i i i i i ■ 

r«r»o«H u t I I I t I I I I 



_ . . J I t I I I I 

yl i I I • I < I <l 
t I < I I I I I I 



I I 



I I I • I t 



^ciU I I t » I I I r I I 



p< *o mm 
rtv>in«-t 

fMU>^*H<< 11)1 

rMxomr«)4^ I I I I 
f^som-^tX » • • 

fVI «3<NtH - 







1 «E I I I I I I I 

<< E-« i I I i I I I 

>|i t I O • I « » 

4 t-i i I I I I I I 



<N in <T> fH 



I I I 



|HpU*tOOUOOUUUOHOUOO 

8 



I I I I 



ct into n 

r« in«o H 
ninwicn 
in in CM 

rtmrjfn «£ 
cf in«nr« <^ 

rMio«n»-*o 

iNiniN O O O O O I 

fNin(N*-if-< I I I I I I I 

i>iinf-ifn§H< < I 1 

<Nini-4<Mt4 I I o I I I 1 

r«in<-««HO I I I I I I i 

nmOt-iO II 

r«*qiC\»n< i i H i i i i 

r*'VO%fN< I I I I I I t 

r<i-<v<jswO I I I I I I t 

n«9CDr>< I I ( 

(MOOOCNO I i t 
rM^Oe4< I I I I I 

w^r-f^O I I I t I . 
*N-^»Ofno*C<0<*« I 

<N ^VD CN U III 

(N^iOtHCj III II 

c>»^inr»< I I Eh I I I OOO I 
oi^inoie* I I I I I I I I I I 
n-wirtiH o I I t t I I I I I I 



I O t 



U I • I 



fr- I » 

OO I 

tj I I ■ 

U I 1 

U i I 

O i I 

< I I 

Oil 

fi- » t 

£-•■<«• 
Oil 



u » • 

e- 1 I 

Oil 

SI : 

U I I 



o I 

u I * 

u t 

u I 

5< ♦ 

O I 



I << . <<<< 



I 1 I 
I I I 

• I I 



I I i 6-jlt 



I J- I e-gl. 



I i I I I 



<<<<< 

■ " * I : I I 1 ■ I » t 

O • > I : > . • • 

OO I I • « « 'J I 



• O O 'J o 

. <<<< 



ro r<< -e- r s O s 

r-i <cr — • E- • 

-^r-ir-jrit' ' 

^: — .--4 < * I . . i '. 

r : O :."> I ■ • • . 
^ r : c: r : < : . . s 

'^ — — ^ 




— f oo 

— 1 -1 0 

ySr^ «t • 
m ^ \o r«i < I 

— c; : 

f-^ r-" in <*> < 
f»> — t rj < 
— ' u-» — 



^ ^ ^ rsj O 

^ «t 

— •^r»< 
— I CM f*^ 

^ rj .-4 L; 

« t>» «— O • : • • t I I • l I 

^ — — "^c- I I • . ' • I : I • I • ^-. 
iWf>»< • I t : : t I I I • I • < 

>■! ^ O rr, H 1 • i : i f I I < » » ' H " 
"1— tOrjC-l , I . 1 , , ( , 1^1 

1— (-^O — c- J I • ! < I I I : I I • t- I 
r^OTk^tJ I I t I ■ I I I t t I • O I 



O tr» »N5 O ( 



o r- .a: 1 
.-o o r>- .-J o I 



t I I . <: i I 

■ E-i e- €- O E- E- E" H 



I I ! . U I 

; : : is: 



- 6- H e- 1^ e- «i< t- 



I <; I 



1 o • 



O J < 

o ^x> — _ 

o m : I : . . I I J I I t : Lr 

"."> o ir- — .4; . . t r I » ' I I : < 

o rj 

•-'O-a* — < •- 
f-. o .--^ f-> < E- 5- 

O r>j I • 
'-^C-"»-^0 • • - . . _ . , . 

^coar-joouut-uae^oE-'Oaf-poocj 

C o 

<-> O — « oj H 
^0'-«— < 

r^OOrg< 
rj o\ 3\ r; O 

r*ir.xr^<UUlJOUUUCJUUOU< • 
r*} 9C r* o I • > * I • I I I I I t I 

r>:c\cc-H<i I I I I I I II I t i<i 

CM^ < • - - 

^^c^^« -« < i 
tr. vo f ' 

ric.\»-*c ■ 

.--4 0% ^ r''. O • 

CN ^ ri E- » 

r > t3 I 

r J o\ rj I 
rj C". ^ H ' 

<v!<Tt r*r". r- OU O O O U U < U U U O O O O < 
r * OS r-j r J o • • • • ' ' • ' • • » • V • " " ' 
rj c% r-j — t <; J i i i i i i it i i i ^ i 
rio>~tfitj3 t . I ; I , I I I , I • 

04 ON r-l O • ' ' i ' ' • I ' ' ' • sj t 

oic^«— «;j)ii i . I I It 1 ■ ly. 

r:c>Orv{V ' " ■ 
rj o% O — * < I 
MCC C%r^y) : 
rMoc-<nfM^ i 
r^aco^-^< I 

oj cc cc m < 
ry cc cc »-r f- 
ccr* .-^c? 
r J oe f>i < 
cMOtr- —1 < 

ritc^ot^t:^ I ! I I * 1 I I I I I I O I - - 
••>» flc — » J ! I • • t I I I : I I I t 
r J oc in < : I I I i I I I I II I < I 
t"} X in CM •a£ I I I I I I I I I I I I <c I 
r>403iA^< I • I t I ( • I I i I I < I 





1 1 1 1 1 f 
1 1 1 1 1 1 
1 1 1 1 I 1 

1 1 1 • t 1 
1 1 1 1 1 r 
I 1 I 1 1 1 
• 1 1 1 1 1 
i 1 1 1 t 1 


t 1 1 1 1 
1 1 1 1 

1 1 1 1 

Oil! 
1 1 1 1 


1 1 1 1 1 1 

• I 1 1 1 

• 1 1 1 1 t 


t t I 1 
1 1 1 1 1 

1 t 1 1 1 


<< 1 1 1 1 
• IIIII 


lit! 
• Ill 


a< < act «C 

OOOUE-H 
1 1 1 1 1 1 


Ej-Ej- t«H 


1 1 1 1 1 1 
OU 1 I ou 


OOOO 


1 1 OOO I 


till 
till 


1 1 1 1 1 1 
t't- till 
1 i 1 1 1 t 


• lit 
1 1 1 1 


1 1 1 1 1 1 


1 1 1 1 


1 1 1 1 1 1 
1 1 t 1 1 i 
i 1 1 1 1 1 


1 1 1 1 

1 1 1 1 . 
1 1 1 1 


1 1 1 1 1 1 
1 1 « 1 1 1 
» loot 1 

1 1 1 1 1 1 
1 1 1 1 1 1 


1 1 1 i 
1 1 1 1 
1 1 1 1 

III! 

till 
till 


i 1 1 1 i 1 

<< 1 1 I 1 

' > 1 1 1 (J 
1 1 1 1 1 1 
1 1 1 1 1 1 


1 1 1 1 

<<<<< 
lilt 
lilt 
till 


1 1 1 1 • 1 
1 1 1 1 t 1 

* 1 1 1 1 1 
E^ti<< 1 < 

• IIIII 


till 

1 t 1 1 
e-E-H H 
till 


1 1 1 t 1 1 
1 1 1 1 O I 
1 1 1 1 1 1 


III! 

1 1 1 1 


1 1 <<< 1 < 

1 1 UU 1 o 


1 1 t i 
1 1 i 1 
1 1 1 1 


1 1 t 1 1 1 
oo 1 1 { 1 


OOOO 


JOOCXJ) 1 o 
< 1 • 1 1 1 


1 1 1 1 

E-OOO 
till 


1 1 i 1 1 1 
Ht* lilt 
1 1 1 1 1 1 


till 
IIIII 


1 1 « 1 1 1 


I 1 1 1 
1 E-OOO 
1 I 1 1 


1 1 1 1 1 1 

oo 1 1 1 1 
1 1 1 1 i 1 
1 1 t t 1 1 


1 1 1 1 
OOO 1 


1 1 t 1 1 1 
1 1 1 1 1 • 
1 1 1 t I 1 
f^h* 1 1 1 1 
• 1 1 1 1 1 


lilt 
IIIII 
i 1 1 1 

He. tie 
1 1 1 1 


1 1 1 1 1 1 

OOOO I • 
1 1 i 1 1 1 


OOOO 
till 


1 1 1 1 1 1 
oo 1 1 • 1 
1 1 1 1 1 1 


OOOO 
lift 


1 1 1 1 1 1 
4 1 - 1 1 1 
1 1 1 1 1 1 
1 1 1 1 1 1 


<<<< 

1 1 1 1 
1 1 1 1 


1 1 1 1 1 1 
1 t 1 1 1 t 

I I t«E^E^H 
1 1 1 1 1 1 
1 1 1 1 t 1 
1 1 • 1 1 1 


1 1 1 i 
1 1 1 1 
IIIII 
IIIII 
IIIII 
IIIII 


1 1 1 1 1 1 

OO 1 1 oo 
1 1 1 1 1 1 


IIIII 
1 1 I 1 t 
1 1 i 1 

<ooo 
lilt 


1 1 1 1 1 t 
1 1 1 1 <Eh 
1 1 1 1 1 1 


lilt 
1 t 1 1 
1 1 1 1 


1 1 1 1 1 1 
oo 1 1 1 o 
1 t 1 1 1 1 
1 1 i 1 1 1 
1 1 1 1 1 1 


1 1 1 1 
OOOO 
1 1 1 1 
fill 


1 1 1 1 t 1 
1 1 1 1 1 1 

E-if-i 1 1 
1 1 1 1 1 1 

1 1 1 > 1 1 


1 1 1 1 
1 1 1 1 

till 
till 


1 1 1 1 1 1 
1 t 1 1 1 1 

E-E-" 1 t OO 
1 1 1 1 1 1 
1 1 1 1 1 1 
1 t 1 1 1 1 
1 1 1 1 1 1 
1 1 1 i 1 1 


lilt 
1 1 1 1 

E-t-HfJ. 
i 1 1 1 
1 1 1 1 
IIIII 
IIIII 
IIIII 



voinc^r^mr^o^'Htnor>asvD^«-ii-Hav>->iorvi>^r>ir^r^rvi tz cecoor-i 



i 3 — ""T 03 M ^ ^ 3 li. »o *o r J « 3 S 3 3 1^ In CN 3 w S S S S 5 



4SDOCID: <WO_9848041A2_L> 



rCT/DE9o/01134 



Tin 



fn\09f>4E-* I I I I t I £-iUOUO t I I I I I I I < • I I i * 

m^o^fHH I t * I I I ( I • t I I £h * I I * > I I > i < • • • • < < « ' 

o»omnO t!><<<< i < • i <<•<< 

msofncNrt I I t t I I I I I I I I <tt I I I 1 t « » • I • I I • « i — • 

rrt\or«>.HO I I 1 « I I I I I I I t O I I I < I I ••<•'■ I * * • 

fnwfMME- I I » I 1 I I O I I I 1 HUOOU i i • UO i i i ( i ■ ' ' • 

fnuxMfSO I I I I I I » ♦ ' I I I O I • • ♦ ' I • • » ' » » • ' • ' ' 

<«\\orMt-t< I I J 1 I I • I » t I I I I I » I I I J » I • • « I • * ; ' 

fn\0»H<Nt5 I I I I I I I I I I I I O I '■****■'* ' 

nvo^iH < I I I I I I I I t t I t «c I 

mvDOn 6-" I I I I I I I I I I I I H < 



ta'0^fM<«i I I I I I t I t I » « »a: 

^OT-ioit I I I t I I » ♦ I I lo 

^s-Of-^r^ t- » I I I I « I I I I I I f- 

-TOr^riE^Ji I I I I • I I I I I I r* 



I K i 4<4<^<<l<*< I <<<< t «< 

I I I I I I i I I 



I 1 I I I I I I 
111*1111 
I I i i i t I i I 



I I I I I 1 I I 



I I I I I I 
I I I I t 



^O.-ir^l^^ll t I I I I I I I I t I I I i I \ I I I I I I I I I I I I I 



m in ar> m H 
in o\ «-» E-» 

r^inoo CD 

nmr> »-< O 
m mvo m <; 
m iD vo rvj o 



I I i I I 1 t I I I I I < t I I I I I i I I I I I * I ' ' f i 

I I I > I I I I I I I t i4: I I I I I I • I I I I I • > • « « t 
lUOUOUOOOOOUUHUCJOOOOOUOUOUOOUUUU 

I I I I H t I t I > t • > I • * < ' • ' > > > 

I I i I H t < I I < « I I t I t < < < • • < i 
I I I I O t I I I I • < I • i i I t I I t 

I I I I I I I I I I I I I I I 1 I I I t I I I I I t ■ I • « 

f I i I I I I I I I I I < I I I I I I 

I I I I I 1 I I I I I ~ 

t I t t I ( « i I I I 

I I I I I I 




I I I I I I t i I I 



i t I I 
till 



I I I 



I I i t I 
III 



I i I I I 



I I 



V<-iU I I 1 I I I I 1 > I I I U 
nrMf- i I I 1 t I I I t I I » r 



I I I I t I H t I I 
I I I I I I I I I I 



mtnior^ «C t« H H H H H H tt e-i f4 H H << H (4 H t« 
ntntnrjO i i • « i i i i ■ i i t u i i • i 
t^\f\\n^O<<<<<<< * «^<<<^ * ' « ' 
r^in^n «t I t I I I I I I < I I I < I t I I 
«nin^CMU I I I I I I I I ( I I I O I 
mmv<-ir ■ 

n incN m cj i 
r^intN ra u i 
<*itnrMv-i«< I 

minon E-» i 
minor>K i 
miOO<Hi< I 

corn 6-1 I 



I U » 



U I O U O O O U- I O' O O 

I I I I I I t I I t > ■ : 
I I I I I I I I I 1 I < • 

I i I I I I f- 



I I I I I _ _ 
I t I I I I I I I 



t I I t I I 



: 3 : ! : ! ! 

I E-'OOOU I 

I <4: t I < I I 

I «4 I I I I t 

I I I 1 E« 1 I I > I 

I I I 1 < I I I I I 

t I I I p I I I I > 

I t I I f* I I I I I 

I I 1 I H • I 1 I I 

( I I I •< I I I I I 

I > I I E-i I I > I 1 

1 1 > I O i I > t > 

I e- E" H O t« H t- E- I 

I I I I t4 r I • I I 

I i I t u I I > i I 



I I I t I t I I 



I I I I t U « 
I t t I I t I 



I I I 0<J > 



I I I I I 
I I I I I 



I t I I I 




r« CN cc ri f- i i ; 1 1 » I • ! 

roc^ec^O : I < » I 1 I t ! I • J O ' » ' • I ' 

fnor*<N«5C : « I I I I I I I I I I «3: • I I • I I 

c.r^ n: -. » i • « » I I ' I ' * *c ' « • • ' • 

no».C/^r- . I t » j I I I I I I I « i I I » I 

MONVPrjC-J 111^:11111 

m «7Mn r^l C_' ♦ • I i 1 I I I I I I <_/ ' ' I < 
i^(rvL'>— t- •ti»jiii<t-'«»i 

f«-»C^*r*^ij - • • ! I ' » f it-J* • • I 

m 'flr fi vj • ' • : ' ' I I • I • C-i ; III 

ro C-. vJ • « - • • • ' • ' « ' • * ' « 

»-»£?.f*»— « ; • : • • I I I I I • • - • I I 

*«ori*<*^U(JOL;UOCIOUUUC 6- • « I I 

r-^ovrjrit- i • • i < i i i i i i 5- : i i i 

^<^o^r^»-€- . I J « ♦ I t I I I 

^Ch-ir>t' I • ' ! I ! < I I I • I r-OOOO 

mON— UNO 1 t • < I 1 » I > I • t O • » I • 

r^Oi-^ — O » ' • • I « . i t I I • O • ' 1 I 

r^C>0'**i<'* ' '« 1 < • I : I t I 

r^C\OCJ<i«: ti I I !»• I i<; III 

C. O — U ■ I : ' ' < ' ' I ' ' t O t I I I 
r^COONr^ ^ < < *C < < < «C < < < < < ^ 1(11 

r^ec<r*rj E- t- E- E- e- •g-'E-'E-e-E-E-Oi < • i 

f^cco>-Ht- : « I • ' 5 I I « I I I r- < III 

foccocrgc-«<*"»''>>i"'' 
i- . I : I I t I I I I 



I I I f I I 



I I I I I I I I I 1 
I I I I I I I I I I I 



I I I I I I I 



O I UUUUUU I 



111,1 t I I t I 



I t 1 t I I I I I I ' I 
I I I I I I I I i ■ I ( 

I t I I t I I i t < I : 



I I I I I I I I • i I • 
I I I I t I I I • ' ■ I 
I UOUUOO I UCJUU 



o^^f^f^fr- II 

m^r-cMO I I I I I I I 
f*> V ^ P fr4 6i C-> £^ E< 
•nvwri^F* I I I I I I I 
(n«wr40 I I I I • I I 
m^u>»HOt« &*€-'€-•€-' 6- • 
m'^inm E-» I I 1 I I f < 
fn^iOMO I I I t I « I 
M^m^O I I I I I » • I 1 I 1 I O I ' 

m (M 6-< I I I I I t I I I I I I I I I I i I 

mT^Tj-THf-t I t i { I t I UO I I I H I I I I r I 

m^mtnU i t i i i t i i i i i i O • ■ ■ > > < 

rr^tnCME-'OOOOO lOUOOUOHO i OU i • 

m^n.-iieC I I < I I I I I I I I I < I I I I I I 

fT«»MpnO I I I I I I I I I I I I U I i I I I I 

m^ncMEHi I I I I I • I I I i.«E-ti i * i i > 

(«><«iir»«H< t I I I I I < I I I I I i 

roowmOE-E-t-OEHOHOOt-t^OOOaOO • i 

ro^i-4rME-< I I I t I I I I I I I I I I I t • I 

r^^w^r<0 I t I I I I I I I I I I O I < I • • I 

in^OM<OOOOOOOOOC500<C5000 i i 

ro-vOriA I I I I I I • I t I I I I I i I I I 

m^Oi~i< I I I I I I I I I I I I «c I I I I I I 

mr<tO\r^ O i t i i i i i i i i i U i i i i i i 

mfno\nE-« i « i i i i i i i i i i i i i t i i 

mro0\«-H< I I I E^ I t« t « I t I H< I I I I I I 

(n«na>nt^OUOOOOaOOUOUt«UC.IUO t < 

fn(noo<NOOOC5 I I I 1 I I I I t O I t I I t I 

r^rooo*-i<OOOOC30«>00000<00000 i 

•^ror*f«JU I » I » I I I I I I 1 I U » 1 I t 1 • 
rortC^wft I ( > I I I I t I I I I E^ I I i I t < 
t^m\t>mt*<<<<<<<<a<<<t*<<<< I 
mmtortO I " 
mmsOfHO t 
r>mtnr^< i 

mnm»-H o i 

<nm" ^ " 

t*\ fi ro E"* I 

mmmoi < I 

nnm^Ei i 

mm M m O I 

f»>nrsfM*t I 

f»>rOrJ«-i< I 

pnm»-»fn E^ i 

m ro i-H < I 

^ I I I I I I I 1 I I I I a I I I 

I I 

m*>io\fnoe^He^t«t-HeHfc*6^E^Hoiif^H I fl« i e*e-»t^t^€-H i t-E-e-n 

miNOXfMide I I I I I i I t I I I I 44: I I I I I I I I I I I I I I > 

mfMOv«-lE-< I I I I t I I ) I I I I E-i I I i I I I I I I I I I I t ' > : ' 
rotNOOmE^ i(iiiiiiOi»»|^it»i»iiii»iii'U="- 

<<^rsaocNE-i I t I I I I t I I I I I E" I > > I I I I t • < I I I ' ' ' * 

rr>rlCOiHO I I I I i I I I I I I I O I I I I I I <■••■•>>' ' 

mMr^mOt't^e-HE^E^HE-' i 6* t* (j 6* H E-" i E-" 

ncNi"" rs 6-" I I I I I 

mcir-fH< « i I I I 

(nr4^0roE^OOO i • 

«nr>««or>4< i i i i i 

<nr>iso«Hp I f I I I 

r^nuimft i i i i i 

mcMinrMO i i i i i 

mniniHU i i i i i 




I I I I I 




mo: r-JM OOUOUOOOOOOOO 

m ec ^ r» O 

m rc ^ < 
m cc O O 
m « on H 
mrc o ^ ' 

> J*, m 
m > «?. r4 ^2 • 

m r- !C m f 3: i 

m r*' ^ < • 

m r- c\ • — * • 

r~ m C- ! 

r; < : 

r- r- — t < - 

-r> f-' v£> ~. ! 

mr-'Orgt-" • 





- I I I I I t 
I I I I I I 



-E-E- 



r« :^ •_«-> O E- E- E^ E- e-« £-< 

r> lA r; .j: I ^ : » • • 

m lTs t-" O ' * ' ' ' ' 

> T t-^ v3 ' < • > ' * 

r^l-' C) ■ • • : I 

^ »-i E- • • ' • ' 

r- -1 m E- i . : < « • 

m r"» r J I i i < • • 

m — O * < ' • • • 

m r- ."•} fj: s I . ' ' 

m r« rj 'j> ! i i i • ' 

nr>- M iH U 

m r» tH m H 

mr* M Eh 

n r- ^ H *< 

m r» o r> C!> 

nr» OH i< 
en w m n u 
r\\oo\n O 

m U} m m E" 
m «j eotN < 
nui o (H U 
r» m «< 
m vo r- rM U 
m *p r« "~ 



I I . I » « I I I I O 

1 r » - 1 « I I I I e- 

UOOUOOO I OOOUE- 



e^OOOOiiiiiii iiiU 

• « • I lOiOOOUOOJ toiu 



I t I I I I I I I I I I I I 
I I t I I I t I I 



I I I I I I I I 



I I t- 1 EhEhHE^E-Ei t I €- I t-" 

I < I I I I I t I I I I I I t 

I < I I I I I I I t I I i I I 

I I I t I I I I I I I t I 1 « 

I t i i I I I I t I I I t t I 

I I I I I I I I I I I I I I I 



-HO 
0 fn H 



I O I I I I I 



OOO I I I 



I I i I I I I I 
I I t I I I I 



I I I I I I I 



I I I I 



t I I i I I I 



I I I I I I 

I O I I I I 



I I I I I 



I I I I I I I I 
I I I I I I I I I 
I I I I I t I I < 



I I I I 



m t-"^ fi -s. 



I I t I I 



I t t I I I I I I I I I 



M 



O 



Or- ^ E ^ o*-H oo ^ o O tHmr* a> o\cn oo o\r-< £ £r> 



DOCtD; <WO 9B48041A2 I : 



YvO9S'4S04i ^ ^ 1 CT/DE9S/0].: 



m ■ ■ m 

8/12 



V^t3if-(«t I I t I I I I I I I I I < I I I I I 

'wertmuf^t-fr>ff^fr>frt i fr>(r't^ i U H f-" 6-. 6- 



I I I I I I I I I I I I 
I I I I I I I I I I I I 



11)111 
I t I I II 
I 1 I I 



t I I I I I I I 
I i i I I I I I 



I t- I 
I < I 
I < t 
I HOOOOCJO 
^11 



t I 



81 I I 1 I I I 1 I I • I o * * t > < 
E- H 8- H e* H H Eh E- H oe* E- 

« O I 



^ mo> n CJ 

^ fn w tH O _ 

^4nQ>fnti|<<<a:<<<<KCi4:i<<<«4E~>< 
•9 m 00 r4 CJ 

<* « fn 



V«*»^fM (J 
V m 'V rH o 

*s»n*»>mE-i 




1111 



(■III 
I I I I I 



I I I I 
I I t 



( I I 



I I 



I CJ > < I I I 
1 t< UOOOU 
I O i « ■ ■ I 

1 12<<'4: 



O I 



I I 



^ m m rsj <; I I t I I I I I I I I I i< t 

vmmr-iEH t I • I I I t I I I I I H t 

vmrMfn u «C <C U <<<<< < 

^*nnfM< I I I I I I I I I I 1 I < t - - 

^fn<M«HU I I I I t I I I I I I I o I 

^ f»\«Hf»i H I I I I I t I r r I I • E" < 

^m<HOK I I I I I I I t i I I I < I 

^miH^O I i I « » I I I I I t I o • • - - 

^ o «^ O i< <<< O <<<<< < 

m o fNJ U » I I I I I O I 

^ n O r-t »f I I I I 1 t I I I I I I < I 



fN cr> •-I t 
oj CD m t 



I I 



I I 
I I 
I I I I > 



I I 



t I I I t I I I I - 



I I I I « 

<• I I I I I I I t • I I . 

^CNXorMO I I I I I I I I I I i I O I 

CM vo fH (J I I I I I I I i I I I icji 



^ 0»U-><N U I I I I I I I I I I I I (J 

vcMtnf-^«t I I I I I I I I I I I I < I 

9nn<<nc9 < <«c «c < 4 •< < < <<< 40i< 4 < •< < 4 

^r^^cMO I I I I I I I I I I I I o I I I I t 

5r<>|^<HU I I I I I I t I I I I 1 o I t I I 

^CNmnE-i I I I I I I I I I I I OE-* i i i i i 

^rMmrsE^ i i i i i i i i i i i i H i • ■ < > 

^FfMrOtHU I I I I I I I I I I I I U I 

rj" CM fN O I ' 



^rMf-lrr»fH I I 

TJ" <N r-t 1-4 E-« I • 

VnOfOit I I 

9<NOCN< I i 

«rao^< 1 I 

<9i-«Otrot4 t I 

^«HO\(>iE» I t 



i I I I I i I I ( 



I I I I 



I I I I M 



I I I i I I I I i i( 
I I I I I I I ] 



I t 



I I 



I I I I I I I 
lilt 



I I I I i I 
I I I I I <C I 
I I I I I < I 



t I I I I E^ t I I I I 
I I I I I E~« t I I I I 



Tp^cocsO I I I I I I I « I I I I O " 

•^T^OOi-H U It » I I I I O 

Tj" r- CM ^ I 



:3i 



^«Minm€-« » 
^«-nnr»< I 
^«-nnwe-t I 
^«-i^mE^ I 

^<-«VfN< I 



I Cj I I t I t 

I E-t I I I I « 

I < I I I I t 

I E-« I I I I t 

I H I I I I I 

t < I I I I I 

^^firsH i I I I I I I I I I I I H I I I I I 

^^rnrHUt^HHHHHf^E-e-'e-HE-'OE-^E-'E-E-' • 

•H Ol CJ> I t I I I I I I I I I I O I « < I > 

^•-iCsltMO I I I » I I I I 1 I I I C5 • • « • » 

^»Hf>liHE-« « I J 1 I 1 I I I I I I E-" » t I I I 

^«HrHfnpt^E-E-EH t-E-HE-'HE-t-HOOOOO « 



"CrH-H (NO I 

■««HOroEH I 

.HOOiU I 

90ovm t- I 

^OOMN«< r 

•WOOOro I 

^OCOr-lU i 

^Of*CNE- I 



I I t I ( I 



I I I I I 
I I I I I 



I t I I I I • I i 



I u I 

I < I 

I I £-4 I I I I I 

I I O t I I > I 

I I U«t<<«C < 

I I E-i I « I I I 

I I < I • i I I 

I I O I 4 ■ ) I 

I I <H&-I-E- I 

I I O • > < I I 

I I O • * • I I 

t I O • I • • I 

I I I I I I I 

I I ( 



omm 
^oin<HU I 



I * i I i I • I I I I I «< I I I I I 
• I I I I t I I I I I * tfOUOO I 
llillllliili««tiiii 



lilt UOOOO I 



<<<«£ I 



EHE-€-f-<< 



H E- 1- 1- 1- E- 1- e- E- 



C»C300t-E-E-«-£-e- 



auuuuuooouu 



e- e- 1« t- f- E- < • e-ot- 



I I I i I < I I ■ 

I I I ) I : I I I 



-T K ri £- • 

-mc — »s ■ 

-Tix f in _ 

'■tol f>j — o I 

"SJU. — ' 

r«> <7-. — r- • 

r- cc .-o ' 

-rr^ee.'^i< t 

-r r- i- < 
T t~ r- ;j 

•TT P~ f '\J • I t 

r- 'JJ t • » 

•3T- *-Dra -r. t t I 

r- «.o — ;5 . ; I 
^ r- u"» I I I 

«rr»m— 'J , i « 

Tf^ «T -no I • I 

-rr^ <«r (N " < • 

< I I I 
■TT-.-^roUt-t-E- 

^r-'-^rif- . • 
rr-^ '••4 — U 

r t- 
^ r - :r - ; < 



-r x:>c-.rj -V ; i i 

i> c^. 'J- : > I 

-r -^rc • > • 

rs" \o CO r-j r- ' » • 

OC — i<: : . 1 

-T o r- fn I I I 

•er ."J O » J « 

^.^ r- — ;^ « < I 

-? vr vo m .< ) I t 

TT « 3 vii r : (J ' ' ! 

\D to — ■ << ' • 

< 3 iT! ^ I ' • 

■»T o rv) r- ! ■ 

— -JC'— t- s , 

TO^-^U « • i 

^ '.o r: r_> I i i 

T O T -- 'J : • ' 

-r«o «^ i- » • ' 



E- £- 1- E- 1« f- f- 



0&-E-ei-Hfr-Ht«e'e-6- 



-Ttc rj 
«T *0 .-J ^ 

•«? U) Or-» ^ I 
-sr vx> o ri < I 



-? r~ 



-J ^ tn n f- ' ! 



<<<<<< 



<<< 



-;t tn o < 

'S- LI o^ ri C I 

^ i/i <r^ -* < I 
^ m a> m _ 
"ia- in ai r4 *£ 

in oo — . 

u- t > -n u 

in r- rv| o 

'j^ r-^ < • 1 • 

t- m vor^ o • • • 

»n «J r i E- • i I 
-rm -^^C* • • « 

-r ;ii < : : i 

-.'•-riinrif.: » t i 

•f? in iT! f- : I ! 

• "rr i- • • • 

■-r -J^ •■- - : 5- : I 

-p -.n -a- — i i » 

T --^ '•^ ''■^ <£< < 



^."^ m m <c I I 

.n r J ri < « > 

T -jt n .-^ u * * 

^in-^rj:j. » 

tn -H ; i 

«• L-» o r J 2- I I 

--.o-io—' ?- « « 

c> f»i fi: I • 

-rr sr. r4 ' « 

■c cr. ^ r- • ' 

rr cc -^i « • 

''T X - J > 



E:-f-e-t-e-t-i-E-E-E-r-oe^t«HHei 



E- O OO 



■ ■ I I I I I I I ■ 



OOUOOU 



oouooooooooou 



•Si! 



■ O I 



uHE-f-e^e- 



I 

UE- 

cooooooo 



ououooooouo 



UU<<UO I 

I I I I I I I 

I I I I I I I 

I I I I I I I 

I I I I t I I 



<< I I << I 



E-fE-« I I Ht- I 



H e- H e-* £-» E- I 



I I I I 



I t I I I 



I I I I I - 

« t I I I 



<<<<<< I 

i I I 1 I I I 
CJUUOUUUU 
I I i I I I I - 
I t I I I I I 
I I t I I I I 



uoouuu<< 



I I I I I I I 

I I I I « I I 
I I I i I I i 



I i 1 I t I I 
I I I > I I I . 
E" H E- E- E- H O O 



(0 



GO 



OCSS-^cTki; -c r»<^orv) — — <-* 

O vo s; cv »-i CO — oo «-<i-^rj ct> tr> oo^cj\<-'E=r~ 
«o ina\ r> mm o<-< lAO r> o^ vo M M ^ o« ^ vo ^ m r-ir>» «3 c oovoom 



^ ^ fc- O 'T iJ iJCM 

5 — ~ ^ — ^ *>i/no\ rM^— — 



ISOOCID: <WO_9848041A2J_> 




9/12 



inoi^rM«a:i I t I t I I I 

m rj f^i fn 6-"< < ' 

iTJiNfnfMf-i I • I I I I I 

-ifriHtfH 

■ I I ■ 



I I I I • 



t I I I H> I 



I I t f I I I I I I t I U I 
UUOUUOU I UUUUH < 
I I t I I I I I « I I I < I 

! !8: 



■ u 



I I 
I I 
I I 



I i 



vJ V> v-f 
tnoKNCN O t I I 

tn fN «-« — « o 

tntMOfn O 

mCMOCNO 
iD (N O i-H «3: 

in«H<»*»-it5L- - - . . 
tn^oDm < f4 f4 H H 

m«>tcDr<i t-i 
in«-H p» ro " 

ir» .-I r- r«4 , ... 

^ ^ ^ I I I I I I I I I I I t I 
in.H\orot-»UOOOOUU i U OO < t-« O O U < O 
tnrHxOOIfi-* • I I I I I I I I I I I ^ 

(n«>H o< U 
lArHtnmu I 1 I I I I I I I I < I o 

lf»rHtr>*N €-> I I I 1 I I I I I I I I t« 

in«-Hir>»-H< I I t I < 

lAi-i^mO I I I 1 I I I I I I I I o<<eC< 



mf-«r>*H< t I I t I t I i I < I I < I I I I 

infH<Nmo«£ <<<<<< I <<<e^oe- t-e-€- 



I I I I << I I I 

I I I I o<<< « 

I t I t e> • • • • 

I I t I C> I ' < ' 

I I t • H I lit 

I I I I O • ■ • ■ 



tf>r-4rH0«0 I 



I I I I I 
1(11111 



• I I 



i U I 
I I I Eh I 



I < 



1 o 



lOtHOn^ . . _ 

Uyr^OwHtJ<<<<<<'< I •<<<&->U I I t Eh I 

inOOxroE-tUCJOOUUU » UOUOEhOUOOU 

tnoo\cMO I I I I I I J I 1 t I 1 o t " 

moo\<H< I I I I I I I I I I I i • 

inoeo«»>H<<<<<4<< I <<<<€^ * 

inooor4CJ I I I I I i I I I t I I o < 

tnoca «-i u I I I I I I I I I I I I o • 

tnor-fn*< i i i i i i i i t i t i < • 

inor> r<j CJ i I I I I I I I I I I I CJ I I I I 

tnor<-rHO I t I < I I I I I I I I o i • > I 

inou>n4i4; t I ( i I I I I I I I t #4; I I I I 

inovo ( o I t < I I i I I I I I I U t I I I 

in o in n «£ 1 i 1 1 « i 1 1 1 i 1 1 «e£ 1 1 1 1 

tno in CN *x I t I I I 1 I I I I t I I I t I 

inOtArH)^ I t I I I I I I f « I o< I I t c 

m o -^T r>j CJ I I I t I I I I I I I I CJ ' ' ' 

ino^»H E-« 1 I I I I I I I I " 

inommE^ 1 1 1 1 1 1 1 t 1 

mofOCNE^ I I I I I I I I I 
momwo 11111*111 

ino <N rv^ E-" I I I I I t I << I 

inOfMCNU I I I I I I I t : 

inonr-iu » I I !■ 1 I ♦ I 

mo T-< n 9h I I I t 4 I i 4 

mo <-i rvj «£ I I I c 1 I I I 

l/>0<H<-li« I t t I I I I 1 

moorn<4 I I I I I I I I 

moooo < I I I » I I > 

mOOr-iO i I I I t t I I . . 

^o%o\rd H • I I I I I I 

^a\trn-*o t I I t I I I 



I <^ I I I < 

I I Ih I I I I 




I I I r O 1 

I I I I I 



^o%f^cn<< I I I I I t I 1 I 1 t o«e 
«otr»r>i<iiiiliiiiiit«c 

^ovr^^O I I I I I t I t I I I I C 

^OtV>i«>«^ I I I I I I I 1 I I I I « 

^<ri*ocv *i I I t I I I t I t I I t « 

^<n\o«Hic I I I « I I I I I t t I 

^a\trtr>< I I I I I 1 I I I I I I « 

«9kir>C4«< I ( I I I I I i t t t • •« 

«0tinfHO I I I I I t I I I t I I c 
<vo«5ymt4i< <<<<<< I <<< I e 

<vot^r40 I I I I I I t 1 I I I I c 

^ot^<-iE^ I I I I I I 1 I I I t I e 

tra\mntT 1 



CTs fN C\J U I t I I I i I I I I I I CJ) 

^<noiiHU I I I t I t I CJ I t I I 

« m i-i 01 U e* H e £^ H t* t« &t El U H H H H 

O 0\<-lr-i CS I I ( I I I I I I I I t U I I I I ' 

"^a»om fcH I I I I I I I CJ I I I I t^OCJCJ I 

«o%ors>0 I I I I t I I t I I I I CJ t • I t 

^oocnn «£ OC? t3t3 0 O C3 1 CJ O C5 C5 < t » 1 C3 

^oo(rir>*< I I I I I I I I t I I I «^ I I I I 

^ooommO I I I I I I t I 1 I I < CJ I I I I 

•q-oocomE-' 1 1 1 1 1 1 < 1 1 1 1 t Eh 1 1 1 1 

^CDeD(>»< I I I I I I I I I t I I I I I I 

•*oor*r^t<CJ<JCJCJCJOCJ t CJCJCJOt* • t 1 C 

««or<-r4< I I I I 1 I * I I I I I < I t I I 

«l> CX>VO<N U I I I I I I I I I I t I CJ I 

rPOOV>r-4U<4:#< I <Et<<<CJ I 

^oointnEH I I I I I I I I I t I t t« I 

ooinr* < I ) I I I I I I I I I I I 

9com«-4C3 I I I I I t I I I I I I o I 



I Eh 
I < 



I << << ^- I 



<C<(JUOUU ■ <<o< 



I I I I 



41111 

O I I 1 I I I I I • s ■ 

E- I Eh 6- E- e- < 6- E- e- 



CPE-E-' ' ' ■ tr-l- E- 
-CCJUOCJCJUUOOCJC 



0=-€HEHe-EHE^ti€HE^OEHHHE- iE-EhEh 

t I t I I « I • I I . I t t I I I I I I I I I I I I I I 

> I I I « t I I I I > r*^ • • I > I t I I t I t I t I I t I « 

HH^HHt-HEHEHef-Ot-H6HE-.t-.EH<EHEHEHEHEHt^tH I EhHH 

I I ■ i I I I I I I ■ r- I < • I > O > I I t • ( I i I > I 

I . • . 1 I J I I I : *" . - I I I I «C I i I I I t I i I I I 

D 'J 6 O C5 O C3 O C? t? -J? -.i: 'J> O C5 O O ( Eh C3 t? C5 C5 I i 1 1 C5 CKD 



rUOCJCjUCjOOCJUC 



- H E- E- Eh Eh £h • EhEhEh^ 



I I I I 



inu>^ rt C9 
in vo fN o 
into^rHC!) 

into n N E^ 
m «> m 1-! C5 
in w n r» i< 
in «> n CM E-< 

in VO O) rH o 

inwor-tmE^ 
invo ^(M < 
mu> vH -4 H 
(n\o o r> H 
mu> o rt C) 
m o «-4 c) 
m tn oim E^ 
in in o^ r-} o 
inirxTi <— o 
lA tr> oc 
in in a; 
iniooo -H < 
tninr- < 
tnmr- r»j < 

in ini • 

in m «x><~^ O 
.n in vD f'j «i; 
in ir» '£> — 'j> 
»n lA in V. J 
tntr> mrj < 
»n tn in — -.T • ' : I < ' " ' I ' ' 
tn tn rj> P- • ■ » 1 t t 1 t 1 1 • • 
inu^sTrj i^ • : I < i 1 1 » 1 ' i . 
m ir» ^ »-! • * ' • • ' • • I • * ' 
ininnr»r<(jOUUOCJCJ(JCJUOCJ 
tnmn^ciP- 

m !/•» ri <^ "J 

minnjr^«< : 1 < ■ ■ > 1 

in m fM I— ' O » ' ' ' ' ' ■« 
iniTit-ir^t- 11.1111 

i/iini^irMvi; 1 i • t • 1 1 

inin^-*t^ J « I I t I CJ 

inino«**0 I 1 I 1 J < I 

invnorjo ' I I I i I • 

inino»-'<: I I I I I I 

tn'<T<^lro£-l I t I I I I 

in^ON<NC!!t I I I I • « 

tn ^ <T\ .-1 'J) I I t ; » I » 
in^ccr^E-UUUUOUU 
in«TCCrs»(_ - > I . I I I 
inrroo^E- . ■ i 1 1 • 1 
in^r'r->0<<<<<<< 
in <r r- < ' . ' » I ' • ■ I t • » 

m^^Of^.CJr-E-f-tHE-EHf- te-t-E-E- 
tft^\OntT- ' t < ! 1 I » I » I I " 

tf^^^o^oejooocjjou t ooi5cr 

m ^ in r-: -1, < I ■ • 1 » i 1 1 t : 
in -ST in — • i » • 

il^T^'^ <, : ' • < I I f I I I • 



svJOOUOOOOOUUUU I 



I I t I I 



- CJ < u 0 0 


1 <<UU<< I 
i t 1 1 1 1 1 1 


uu< 

I 1 1 


t:<<<<< 
1 1 t 1 1 
i 1 1 1 i 

1 1 1 1 i 
t 1 1 1 1 


1 1 1 1 1 1 i 1 

1 <<<<oo< 

1 1 1 1 1 1 1 1 
1 1 1 1 1 1 1 1 
1 i 1 1 1 I 1 1 
1 1 1 1 1 1 1 i 


1 1 1 

<<< 

1 1 1 

1 1 1 
1 1 1 


• till 

■ < 1 ) I 1 
. ! 1 1 1 1 

■ 11(11 
1 1 1 1 t 
1 1 1 1 1 


1 1 > 1 1 1 1 1 
t ( 1 t 1 1 t t 
1 1 1 1 1 1 1 1 
1 1 t 1 1 1 1 1 
1 1 1 1 1 1 
1 1 « 1 i 1 1 t 


1 1 I 
1 1 1 
till 
1 1 1 1 

III! 

1 I 1 


< 1 1 1 i 

• 1 H • 1 


t 1 1 1 1 1 1 1 
HEhEh 1 t E^EhE- 
i 1 1 1 t 1 t 1 


1 1 1 
1 1 1 


1 1 1 1 
•lilt 


1 1 1 1 1 1 1 1 
0 1 1 1 1 <<u 


1 1 1 
til 



I I I I I i 



t I i I I I I I 
I I I I I I 
I I I UUU 



I I I I I 

< ■ I I I I I I I t t I 1 • I t I I I 

•:><*<*a:<«i:< I <<<< 

...<: : • > < < I I i t 1 t I I > > < I > 

V,' > • iQJCj>O0C5C5OCJ>C5C!>i • » • 

f-OUOiUiC3<"<CJ<Ji lOt iO» 

V • I I I I I I I I I I * I t > > ■ i 

r*. . t I I I I I I I I I I I I I I I I 

o<<«« t < I eH«t<<<EHt. I I i<i 

! I I I I I I I I I I I t I I I I I 

< « I t I I I I I I I I 1 t I I I I 



I I I I I I I I I I 



I I I I 1 



I CJOUCJf 



I I UiJ<*t'^< 



u<<<<<<* % <<.< 



in ^ ri *<: \ 
m T CJ rj ( 



I I I I I I I I 



1 OCJ 
1 1 1 


\ < \ \ 
■ III 


1 1 1 1 CJ 1 CJ 

(11(111 


I V 


1 1 1 

1 < 1 

• 1 1 


lit! 
till 


1 I I t 1 1 1 

1 1 1 1 < 

1 1 1 1 1 1 1 


J k 
1 1 


1 1 1 

1 Eh 1 
1 1 1 


1 1 1 1 
■ Hit 
1 • 1 1 


1 1 1 1 1 1 1 

1 1 , 1 ^ 


1 1 
1 

1 1 


t 0 1 


1 t t 1 


1 1 t 1 1 t 1 
1 1 1 1 C9 


» C5 


1 < 1 
t 1 1 


1 1 1 1 
1 1 1 1 


1 1 1 1 < 
1 1 1 1 • 1 1 


1 "f 


1 I 1 
1 i 1 

f i 1 


III) 

1 c:> 1 I 
1 1 1 1 
1 1 1 1 


1 1 1 1 1 1 1 
1 1 1 1 1 ( 1 
1 1 1 1 1 1 1 
1 1 1 1 1 1 1 
i 1 1 1 1 I 1 


1 1 
1 1 
1 \ 
1 1 


t 1 1 
1 < 1 
« 1 1 
1 4 1 
t 1 t 


III 
1 1 1 

1 C5 » 
1 1 1 
1 1 1 


1 1 1 1 1 1 ( 
1 1 1 1 1 1 1 
1 1 1 1 ( i i 
1 1 1 1 1 1 1 
1 1 1 1 1 1 1 


1 1 
1 1 
1 i 
1 \ 



in«a'-t<nrj.<<4«:<<< 1 *< < < < (J? t- H fn < t- I fn E^ Eh E- < < fr^ I *<E*< 

in'«!i«.-ir«*0"«''i'iii»'t'::>'iiiiiitiiiiiiiiii 

" I ( I I I ( I I O = 

I I 1 I I 1 I I Eh ' 

I I 1 1 I I t t CJ I 

I I I « « I I I CJ < 

I I I I I I I I E- > 



Eh < < Eh I 



I » I CJCJCJCJ < 



9 ' 9 



I I I t I 



I I I I I 



in<90rofH I I I I I I I 

in-tfOfMO i i I > > I i 

lA^OiHO 4 11(111 

inno\r>E« 1 ( 1 1 1 1 1 

in**»anNE- » I 1 1 I I I 

in «-H :5 I I » I 1 I I 
tnr'icof^H<«<<C<<<< 

in f*^ oc r; c . » • • I I I I I ' • « - 

tnncc — tilt t ^ 

\r\<*y^r^<. I « I » • I t t 4 I I ! < 

in4*>r^r'ir*: ' ' • ' ' ' ' ' »' ' E- 

inmr-'-c?<<*s:*<:<»4:<< I <<<<.-z 

inmvc^^r- • • • • 1 1 i 1 ( ( 1 • r- 

in r-. \o r; f- E- E- E- E- E- &H \ e^ ^ ^ 

in no »— I < « i • I i I I I I II < .rf; 

^nr*^lnl•*^•4;" « i « ' t 4 4 1 1 1 i<C 

in m in rj t ' = 1 i 1 1 i 1 i 1 • o 

to ro in — ' c ' ' ' • I • I I I II ! '_' 

tnrO'Oir^C.'! : I « • I I I I I I I I C 

inro«3«(N< ; . i I » 4 I I t I I I < 

innTT^< ) I t I I I I I 1 I « I < 

inrororJ O 1 ! I I I I :.D 

inmro»-iUi ' 1 » ' ' I I 11 ' 

inr-»fNjro<l I \ » I 4 I • 4 I I t*::: 

inmJN(NCj I I t I I I I I ( I t I o 

lO m < I I • 4 4 I I I 1 II \ t.Z 

tnr^»^r^O 1 I t 4 I I I 1 I I I I O 

\rit^r^t^x^ 1 rt;i«c<<ci? 

u^r^^^ <t r- et-tHEHE-EH 1 f- f- f- < 

in O CJ I I I s 1 I I I I I I E- 

inmO(N<i ! I I 1 4 t I 4 I t id 

in m o c • « « 4 4 4 I • 4 I I I ;j 

infMcr\r^e:=-'E-'E-E^E-EHCH 1 EmEhE-EhC 

in(NON<N< ■ • ' I 1 I I I 1 I 1 I is: 

cntNOs-^ri: ».ii(|.l4li.C 

mfMOCr^ip- - • : I I » I I III t^-" 

in rg ec r- i ' . 1 « 1 ♦ 4 1 11 1 i . «: 

loraoo^r';' ; 4 : 1 1 1 1 1 i lir* 

in rvj r> » : < 1 1 \ \ \ 1 1 1 '■ '<i 

m ri r • t- J I " > i ' 1 1 > 1 » • t- 

in f^l r- ^ < ■ ' I 1 I t » I J I I : "i: 

U^rs>«>rr>(J E- E-iE^f-,f_f-, 6-, I ^H Eh E^ V^- 
lA fM .-'•J V ' ■ • « i I » • I I I ( 
(nrjvOf-t< I i < I I i I I I I I t liC 
inMinf^.^4 I 1 I • I I I I I I 1.1: 
in rj in r J »j» » \ i 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
inrMin-Hjj t 1 1 1 1 t 1 1 t 1 1 



I K % \:>K<« » I 

I I I I I I I I I I 
I i i I I I I I i I 



t < I 



t I ( I I I I I I t I I I 
I I I I I I 1 I I I 1 I I 



I < I 
I I I I I 
I U I U I 



E-HE-Eh , I 



I K< I » « « 
I I I i I CJO I 



I I I i 

1 i I I I I I i I 

t 4 I t I I I 1 I 

I C3 I O t • C?0 > 



I I CJ I 
I I I I 

1 < I < 

till 
I H i H 
1(11 

III! 



1 I I I «< ! 



I <<<<<<E*CJ<<*< 



: I I I I I I I I I I t t t I I 

i I I I I I I I I I I I I * I t 

I I I I I I I I I I I I I i I t 

i<tHiEHl t EhEhE^Eh I CKE^ I 

l<l I I i t l<<l< 

iCJi I iEhEhI iOCDi iCJIEh 

I t Eh I EhE^EhE^E^EhE^ , t« , e- I 

I 1 I I 1 I I I t I I i I t I I 

I « t i I I I I i I I I t I I I 

I HEh I H Eh Eh E^ E^ Eh \ H^E^E^ 



I I I I I 
I I I I I 



I I I 4 O I 



I I I I I 



> I I I I I I i I t I 

) I I I I I I I I ) I I I I I t 

, E-E^ ( HE^HE^EHfnH \ EhE^E^ Eh 

I I I i I I I I t I I I I I I I 

I I I I t t I I t I I I t I I ) 

I I I I I i I I I I ( I I I I t 

I I I I I I I I I I I I I t I I 

I I I I I I I I I I I I I I I I 



\Oir'o>r*mmo^-Hmor^o^*o«^«— •^o^*-*'^oj— ^'"M'^^nr* (O coooo<~^ 
cr:::«H»aJe>i--^-^OtuvONOr»CS33SZ3I».ioU.»-3---r«aoja}C/>C-3:3-H:il 



rMroa\ fM — — 
<?» a»rM o o ^ £ = r-- 



SDOCID: <WO_9848041A2J_> 



wo 98/48041 PCT/DZ9S/01i34 



10/12 



VO O ^ r-« O 

vo O f« 

VD O ro H 
*oor»m <£ 

«00<Nr4< 

vo oor<j E-< 

«n a\ (Tv m o 
tncr»CT>cN < 

tnoNtooj (J 
ma> vo — ♦ H 
inoMTifoC-i 

in<7\^<-40 t I I I I • I t I I I I u 
in <T»m <N < 

«no>rM o . ..... 



m ootrti^to 
in CO <7\ cv» E-< 
m ao<7\t-t o 
in coco r-v (J 
in OS CO CN O 

mOPCDvH < 




m CO vooj < 

inOOVOrH H 

inoommu 

in 00 in.-( E-i 
in OD-^ m (J 

in CO r7 rH < 

in CO m m f-> 
in CD mfN 6-» 
in com tH |o 
incDoiro H 
lAoofxra < 
inoxNtHO 
in Qo t-H E-< 

inooom e-i 
inooocs* 
m«oo<-t<c 

tnr-oHM < 

tnr-oom H 
»n r» oo <N cj 



in t*. n o < t3 o o O O u O 
«n r-fnci ' 

mr>r«r« U 

tnr-<N«H o 

irtr*»-ic>i 

inr* 

mr- o m 
inr-orM 

cnioaim 
tnvocncN 
invocr\,H < 

iniocorM < 
in\OGO«-< ^ 



in vo r> ^ _ 
in so wo O 
in vovocM u 
miovoH ^' 

mtomn 



lO ^ ^ (i « ' ' ' ' • 

to ^ ^ rsl€-« I 5 ' • I 

vo <v ^ T>-t • » . I I 

UJ ^fonf- » • • 

^ r*>*N < J I I I : • 

yO-^r^'-ttD \ I 1 I • 

iO-T>fN»roO i I I I » t 

tOTO* tN <!■:•.! 

to -CTrsi-H < 1 t I 1 1 > 

\0 «^ O » . I I . I 

vo «T — 1 t- : » * < ■ ' 
»0^-H^0 <<<<<■< 

to o f*> H C U u c (J 

vO-WOr^fJ s • : 1 I 
lO<TOi-«< ..«;.! 

\0 r*>0\ U 

vD oo r J f- 
NomcO'N < 



to M -U 

• o r- fj -j; 'j: sJ 'J> O O 

VD r-ivor^ e- • • • 
•O VD c>j I 1 I I ■ 
VO'-ltOt-4f • . • ^ i » 

\o '*\>n<^t- ■ • « ! I « 
*0 r^»n • ■ • ■ I • 

>of-%^<<i^e- « I I » 1 I 

to«*>^rMC»UOOUUO 

to r^*»^<^ <q; I I I J I I 
to nnfM < I t I 1 I 1 
von«»»,-iOUOt300C? 
\Or->rMr^< t « • I • I 

\o«<n(>)r-io<4:<(i:<«C4:<c 

■O r»% r-i r* O L.' U CJ O" O O 
«Oro.H^<4: • - ' : 

sO ri^OrM t» • 

O ^ C - ■ ' > 

vo ot • i • 
•OrJO<N< - t • : : • 

torstomot-f-t-'c-c-t' 

tocjeorsK • 

«orttoo-HO < ' • • • 
*or)r^fnp<<<*<<< 

vocMr-«-*t- I 
torMiomf- ' 
vorjto<NO<<4:<<;< 

torMto^C<<'<<<<«t 
tortim<«>C9i<<<«<<<< 
iorMinrM< 
to r\j lOf-i «t 

ior«i 

*o<N 

torv»«*>m 

VD rvj f-KM U 
to fM < U C* O O O O 
vo»NrM<^«C6-t-'f->Hf-t-' 
to r J CM C.I O • • ' : I : 

lO(N(Nr^<E->t'Ht>t<fr' 
lOCNrHrOrt: I 

to <-M i-t tM «a: 1 

vorjor^t- « 

tOfNOrMf- • 

to fM o ^ U • 

to — i cr>f-~i 6- I 

<j3 .-H rsi < ' 

VO ^ CTn— t < I 

tOrHOOmO I 

VD ^ CO CNJ < 

to CD ■— I U I 

vo-^r*riE-t I 
vo^r^cNCJ I 

tOrHI^-Hf- 



U I I I I I i I I I t I t 

eltfll I I • I I • I I I I I 
t'fr'H H H 
puuouuuuouuu 
|i I I I I I I I I I I I 



t->OU I I I I i I I • I oo< < 



<c < < 

6<jo ■ 



«t <f 



to ^\or>j < 

vOr-tlO^ O 
to<-iinr^ft 

to -H to OJ < 

vo^in*-.< 
vo — < r^, 
to .-« rj 

tO-^^T-l< 

%o —I n 5- 
to m r.1 
vo ^m^o 
to ^rNr^ < 
vo .-• OJ <N) O 

to r-c rvj ^ E- 
vo^^r-»t- 
to 1-4 .-HrM U 
vo ^ t-«.-i O 

tOt-tomC" < I • » ' ' • ' • ' 
tO^O<N<J < I 
lOfHO^O I I 
tOOOXdO I ' 

iooo\rM< I ' 
voo<»i-*o • • 

tOOCBf-^O I « 

tooooriH • ' 
toooo^ H • 

vo o r- <^ O • • < I • I • I ( I I : <'.j 

VOOr-fMH » . : • I 

toor>— 1 «t I ' t I « 
\ooto<*>H<<<<<(C 

tOOVOf>< u 

vOOVD— lUi!'!: .- _ ... 

toomme-uuucjuouoouuo Huucjuu 

ooinrj*]: UOUOCJUU • UUOU*< i t O ■ 
\oOtn«-4< I ....... ^ - . 



as. 




H fr- 1- e- 



ui : I : V I 

= < . I I H I 

< -..^ < < < < < 

■ S- v3 U O r C? 
-:; - I ( I » 



\5 e- H e H 




: -J I t I « 
■ <CJUOOU 



<<<<<5-<<<*t< 



i I ) I I I t O I 
I I I 1 t I I I I ( I 

I i I I I I t I E<i I I 
UUUUUUUU I uu 

ooooouo • OCPO 

UUUUUUOCIOUU 
I I I I I I I t I t I 



I I I I I I I i I t 

I I I I I I I I I I ' 

I I • I I I I I t t 

I I ■ I I I I t I I 

I I I I I I I I I I 

I I I I I t I O I I 

I I I I I I t I « I 

i I I I I I I I I I 



I I t I I I I 







i 1 1 1 1 t 1 1 1 1 CJ ■ > 
1 1 t 1 1 1 1 t 1 1 1 1 1 


• •« • 
■ 'J • 

r- < 


* 1 1 
1 t 1 

1 ^ 1 

1 1 1 
1 « 1 


1 i 1 1 1 1 • 1 1 1 1 1 i 
1 1 t 1 t t 1 1 1 1 U • O 
1 1 1 1 1 i • 1 1 1 1 1 1 
1 1 1 1 1 1 • 1 1 1 1 t t 

• 1 1 1 1 1 ou > ) 1 c 
1 1 t 1 1 i • 1 1 1 t 1 < 


• b • 


1 1 1 
t 1 t 
1 1 1 


t 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 t 1 t 
t < 1 1 1 1 1 1 1 1 CJ 1 1 
t 1 1 1 i 1 1 1 1 1 1 1 ( 
1 1 t 1 i 1 i 1 1 • 1 t 1 


<L>< 

• ! 


<<<* 

1 1 1 
i 1 1 


1 1 1 I 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
1 1 1 1 1 1 t t 1 1 1 1 1 1 


1 < 1 
• < I 
1 < 1 


1 1 * 
1 1 1 
1 1 1 
1 1 1 


1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 i 1 1 1 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 i 1 1 1 
1 1 1 • 1 1 1 t 1 1 1 1 1 1 
r 1 1 1 1 1 1 t 1 1 1 1 1 1 


• c- 1 

• •< 1 

• r" ' 


1 1 1 
> 1 1 
1 1 < 


t 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 > 1 1 
1 1 1 1 r 1 1 1 1 i 1 1 1 1 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 U 1 O 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 t 1 1 1 


; • 


1 1 1 
1 1 1 
1 1 1 


1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
1 1 1 1 • 1 1 1 1 1 1 H 1 i 
1 1 ( 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 



t I I I I I 



<<<< I I <<< t << 

- I I I I t I I t I I I 

333^ I I <S 
* I I I t I I I I I I 
I I I I I I I I I I 

t^e- 1 I I I fi I 
I I 1 I I I I I I I 

OO t I I t u ( uo 

HE" t t I I I t E->H 

I I I I I I I t t I 

. I I 1 I I I I I I I . 

<i<<<< I I •<< 1 << 

' I I I t I I I I t I ' 
I t I I I I I I I I 
UOUU I I I U I u 



E-f- 

^ ^ O ^ ij ufi 

^ino\f»tnmo«>i<-itnor*o\«o^<-4<^(n^M«M.-irtf*»mrt« «a cootoo<*» 

KD— •'^C00»^«-OC*^t0\0rM0S3Z>I30t*.t0a,i-5-HrNfN00CaC.3ca— il^ 



6-6- 

M M C ^ XJ A><N 

Or-to^^ot — OO — ' O O — CN ct cri 00«»or\^ E E r- 
toinctr-trvr^o — ^«r>or~£nto.— «— <-icrt«-»vorN«-«CNnmfM <a c cotoon 



^SDOCID: <WO_9843041A2J_> 



11/12 



\oca'^t*\xs <<<<<< 
too>^n<< I I I I I - 

SOOO^r-tCJ I t I I I 

^ocOforoO I I I « « 
50oornr>t<<£ i i i i i 

V£>Of^t-«*!C ! ! ! ! ! 
VDOOfMCM U , 

vO CO O CNJ H I 

voooOi-< O I 

u> a> m E-< I 

u»t^ (Ti n «< I 

%or>oor-t< I 
xor- r- oi Q » 

u> u> tH O I 

«or»iA<n<< 1 

so r> in n < i 

iot<»in«H O 1 

w r» <« n u E-i ^ H e« fr* 
wr>^HO • 
wr>«nfnt( i 
<or»f»>r«u > 

«or<^r«H«€ I I I I I I 

u>r>r4r««^ t I I I I t 

^r-om»i I I I I - - 
ujr^ocNii till 
«>r-OfH#c 1111 
vDvoo>ne-< 14 11 

\OVOO\(NE-i I t I I 
\OVOO\«-(< I I I I 

u>«ocOfnO I < t I 

U>U>«0r4«£ I I I I 

««0r*-rs)O I I I t I 

\OM>r*<H^ t I I I I 

^O^OyOf^^^ i I I t i 
towwrsiu I I I I t 

vo%o(nrNO » 

VOVOm rH *£ I . . - . 

so\09C><C9 

\o«09*-«C9 - - - - 

«0 «<n en p < Id; < < 

«o«Ofnr4H I I I - - - 

«DU>fn«HU I I I 

«Oi0nn^ I I I 
^0«A(M<>ie< I I • 
toior4tHO I I < 

u>u>«hcn€-i I I I 

«i0U>«-lr-l< III. 

tO^OCMO I t I I I * 
IOU>OtHU I I i I I 

«(no\m< I I I I I 

U>i/>9\r>4< I I I I I 

\oir»<Tt<-iCJ I I 1 1 I 

u>ir)aorM£-> • 

<x> in r«- m f-" t 
«o»nr*eNt-« < 

M9in\or^C-i I 

u>intnnc3 

^intOiHO 

^m^rr^O I 

lo in fo m O < < #t < «t «C 

\oinror»i H I 

vDinr^jrHCJ 

voinooJU I 
\oino<HO » 

u>9<n(NE-> I 
VD^iri^e-i I ... - . 

to«iaO(M< I 



VO*»VOfNj(J I 



I I r 



oou 




H I < • • I 

3! ! ; : ; 

UkC< I I O 

< 1 I ooo 

< i I I t • 
o<< I • < 

Oil! 11 

O * I • I ) 



O i I I * I 

31 I I I I 

I I I I I 

U I I I I I 

O I i I I I 

H I I I I I 

U I i I It 

(-•III II 

H I I << I 



< « 

3: 



3: : : 

Oil! 

U I I < 



i I I I I I 



O I I « 

O I ■ 



<J I I I II 
H I > I I * 



I I I I 
,1111 

<U<< I « <c 

- U I I I I I 

O I I I I I 

t«<o I t a 

U I I I I I 

U I I I I • 



I 1 <<<< 



I t I I t 



I 1 I • I 



uu*c<«c<:ou<:l.' 



I I I « I I • ■ ' . t 

' - I I I I I • • t t 
I I •<< 11-11 



<<'<E-ie4<< > I <«<<<< 



CM •w^ U t- 6- 1- fr- £- 6- 

r* ri ^ r J o ■ ■ • « ' • 

!- ri r-4 'J : ! . : I I 
r^T'tr^rr, 'J 

n — r" 
r~ P'* r-i r-« CJ 
r- M cN rj O 

r- cvi<N f-» O ' » ^ ' ' 

r-r«-^r^ < ! i . I 

r- f M «-< rj < » . I • I 

r-r:Of<~. f- • • = • i • 

rj orst- . I ■ • : ! 

r^rj z>—i c- • • 

r 1 a» < . . I 

r • ON ra < : i 

r .cr.^ c ■ ■ " 

r- cc t:5 O : " 'J! 'J> O 



' 1 I I I I i I I t t 
1 t t I I I t I I I 
I I I I I ' I ( 1 i i 

. I I t I I I < : I t 

< < I I I I <: • t I I 
uuououuuuoo 



— » r~ CM < 
( ■ r- — i o 

— ^ *^ < t- E- 6- e H 

— NO ri H « ' ■ ; ' 1 
r- -H»o«-< < I • ' I I > 

tnra H ' ' ' ' • 
«^ t/> rj < I i 1 I r I 
i^~i*n.-t<000000 
r- o O O O O O O 
r-^^r4t- « I « I t I 

— O t* H £- fr- 6- e- 
t-'-ifnr^O s « 1 I I • 
r»i-i*»»fMO • I 



c~ — '— E- I 

,-1 r J o I 
f--i^— O 

r . 0«^f- : I - I I » 

:^ .OfMC- ; » • : : I 

P» Om^^ CJ J : ! I 

O r J o • • ■ » I 
r~00>»-« <•:■:•♦ 

r-C CCr^iO ' ! • " • 

r- C: ce r>j < . • • 1 1 

r- O cc— H o * * • • ' ' 

o r~ fM c I ' : ' • I 

r-or* -<0 • ' • I • 

r~oo*n£-t It < I t 

r«0»OMO ■ « < 1 1 I 



I I I I 



r-o -^-fM < I » ' « I I 

r~ o<* f-< < I I I t I i 

f- Of*»mi< : I I I i I 

ro O mrN O «C <<<<<< <*C 

[^omi^< I I 1 i I I 

r-Org«nO t t 1 1 1 i 

O r^CJ O ' » : ' ' I 

r- OM^ I I " : I I 

f-«o^r4C » " I « 

r-o-i-*o ! I ' I I 

r- OO***?* • ! : . I I 

r-OOr^K ; I . ■ ! 1 



00000000000 



<t<<«t<< I <<<< 



1 I I I 1 I ■ I i I 



E- 1 1 00 • 1 

<ao i 1 u 1 

<UU 1 1 U 1 

o<ia: 1 I \ < 

<00 lilt 

< 1 1 1 1 t 1 


1 0000 5 I 
1 UUUUOCJ 

4 1 1 t 1 1 1 

1 t 1 00 I < 
1 t 1 1 1 1 1 


{J : , . X 
* UOE-O 
1 UOOO 
t ! i ;j . 

1 J ' . i 
■ III. 


0 1 1 

<oo 
0 1 1 
0 I 1 
<oo 

fr* « 1 


i 1 1 1 
1 1 0 1 
1 1 t 1 
1 1 1 1 
4 1 0 1 

4 111 


1 000000 
1 1 1 1 1 • 1 

1 00000c 

1 1 1 « 1 1 1 


j 0060 

1 COCO 


HCO 


1 1 < i 
1 i 0 1 
1 1 1 1 


• 1 4 i 1 t 1 

t 1 1 00 1 t 

1 i 1 1 1 1 1 


1 1 ■ : 1 
1 1 1 1 1 


PGGTG 


lilt 
« 1 1 
1 1 1 1 

1 1 1 1 
1 1 1 1 


1 1 1 1 1 1 1 
1 1 1 4 1 1 1 
1)11111 
1 1 1 1 1 1 1 
1 t 1 1 1 1 1 


1 1 » • 1 

< 1 1 4 1 

1 1 1 1 1 


TCACC1 


1 1 I 4 
OE- 1 I 
lilt 
1 1 1 1 


• 1 1 1 1 1 1 
1 1 1 1 1 1 1 
1 t 1 1 1 1 t 

1 4 1 > 1 1 1 
1 1 1 1 i 1 1 


U 5 ! j 1 



\00ta««^0 I : > : I I 
<«<7t ONCM I I . 1 I 4 
\0 C\ ON «-H < I I : I 1 I 

vDiTvCX;rn€-i(JOOUUU 

voa\ oOrM i< < I : I I t 

\OON00-^ O ' : ; I 

\o 'n << I I ' I • • 

o<r\f-- rM (J ' • ■ ■■ • I 

voor- 1-1 0 ' ' ' • 4 ' 

so E-i I I I I 4 I 

so o\ vD rj t- ■ I < ■ • < 

\o C\\D ^ K < < < <, < 

sooMncM < I I 1 I I 1 
\oaMf>.-iO » I 1 I I I 
^OC^^mO«>£«4:'<<«C<<C 
so c\ ^ CM < • J i I 1 I 
sOOs-'J'tHO > 4 : I 1 1 
\0 OS m m «ii 4 4 • , I 
socvr^rjUc-^e-t- 
so iT^r^ ^ O ' : ' ' t 
-sD <r> rg < O C C O O O 
so ri oj < i « • I I t 

^ c, < i I . I t i 

•^c^— ♦r^c" » < ' ! • I 
voc. — ioj< . I ' . I I 

OCs-t— lO ' 4 ' = ' 4 

•J5 T. O r-> f- (5 O O O O O 

%0 -.T- O fM C i I ; II 

s*3 o — < e- ' ' ^ • I t 

J3 cc c?\ro i I , I t 
so ?c o> r J E- < • i ' I 1 
■O0C<JS»-^E- I J : 1 I I 

SO X 3Cf*> o H E- e* E^ 

-^xaooiE- I 4 4 i I I 
sOccao«Hi<U(JUOOU 
soecf-**>EMpy5joUO 
»occ r-rsj E- 1 I 114 
sD ac T-i U £- 
s£> cc »o m o t- 

VO CO so (N " 

sooc so« O 4 

so oc 4.1 r>^ < : 

soccinrvi kC : 

soic.r»— %j » 



E- t- 
<<< 
e-E- 



Ut-E- 

O ' I 

o<< 



Oee>HHe>HEHE^Ht<E-e->eHE->&HfH 
O t I 
O I I 

< I I 

< I I 
uoo 

• 4 

F- 4 ( 



0000000000000000 



( 
I 



O • I 

SI : 



<oo 
uoo 

tH I • 

oe-'E-" 
o I I 
O I > 



O 4 I • I I I I I I I I I I t-> f ' 



o I 
< i 
o • 



g : ; 

O 4 1 



ort:< 

< • 1 

O I I 

o*j:«c 

< 4 I 

O I I 



<oo 

< I I 

< • 1 
e- I I 

< I I 
o • I 

HOO 
r J I I 





1 H 1 1 1 4 1 1 1 


1 

III! 


1 Ofr»f- 1 1 6^ 1 1 


UOO 1 


1 H 1 1 1 1 1 1 1 
1 40U 1 i U > 1 


UUU I 


1 E-OOOOOOO 


4)41 

1 1 1 1 


I £h 1 I 1 1 1 1 1 
< O II 


E-«e-s- • 
1 1 1 1 


) oe-E- 1 1 El 1 1 


till 


4 H 1 1 1 4 1 1 1 
4 0 ) 1 1 * t 4 4 


1 1 1 1 


1 4 1 1 1 1 1 1 f 




1 < 1 1 1 1 1 1 1 




• 0 1 >> 1 I 1 1 



3 



I I e^6-e-t- • &^F"E-E- 



I <<<< I <<K< 



I I I 
I I 



I I 
I 1 



I t 



I I 



I I 0000 1 000 

I I I I I I I I I I 

III) E^H I I I I 

I I I I I I I O t O 

I I I I I I I I 1 I 

I i I I I I I I I I - 

I I I t^^iHe^ 

I I • I I I I ■ • • ■ 

I I I f I I I 

I I I I I I I 

ill!) 



4 HHHt'HE^He^t' 
I I I I I i I I I ' 
I I t I I I I i I 



I I I I I I H « 
I I I I I I I I 
I I I I 1 I I I I 



I I I I I I U I I 1 

I I I I I I ( I I I 

I 1 I I I I I t I I 

I I i I I I t I I 



1 I I I I I I I I ' - 

I I I I I I I I I 
11)111111 

I I I I I I t I I 

OOOUCJU I ooou 

I 1 I I I I • I I I 

I I 1 I I I I I I I 



I i I 
I I 
I I I 



I I I I I I 
I 1 I I t t 



I I I I I I I I I I 

I I CJ I I I I I I I 

I I I I I I I I I I 

OOUOOO » UOCJ 

) 1 I I I I I I I I 

I 1 I I I I I I I ) 



I I I I t I I I I 1 
I ) I I t I I I I I 

I 1 I I I I I I I t - 
I I I ) ) I I > I I 
0t<<<« I <<<< 



I ) I I I I I 



I i I I I 



I I 00 r I I I i I 1 
t« Eh E-i H El I E->e-.e-.E-, 



I I I I I I I I t I 

I I I I 4 I I I I I 

I I I I 1 I 4 I ) t 

0000 ) I I 0000 

4 11111111-' 



I I I I I I I I I i ' 



t I I I I 1 I I I 



I I I I t I I I I I 

I ( i I I I t I I I 



I I I I I 



in 
u. 



CC S 2^ f-* 2 f>i n a^ ri-— — « 

O *o 2; "-4 CO «-H o o ~4 o fN o> o\ oo-^OA'- E E 

csta-^TPCoi-w-HSOiSO'OcMcsi^isssUjOiJu'^.-irMPMooinc-Da;— 'z: 



CCZ. ZL —• CT. ■rr CJ'^tTSfM-.-i-r- — 

Q:~--'^CJr^T-H--.3U.srisors:e:3Zi03Li-sou<0'-4r»irvieawaiOiCi--j 



SOOCID: <WO_9848041A2J_> 



\V0 9S/4^G41 FCT/D>:9S/0il34 




12/12 



till 



r»^»nm< . . . , 

r*^m<-t< I ■ 

r- <N 6-1 I 

'"T fNtN *r I 

r-^«-«f*>E-i t 



I I I I 



I I I I 
I I I I 



I I 



r-m<r>fsi 

r->mr~ r* O i 
r-«ro*Ofn < 1 

m «n U 6^ e* H H e 
r«rotf>c«*< I t I I I ' 
r*mtnfH< i i i i i 
r»m^*^e-» I I I I I 
r-f»>^<so I I I I I 

r"<*>fn<NO I t 1 I ■ ■ 

r»roi*».-iU » I I I 

r-fnotrof-' III! 

r^fooiojit till 

r»»*nfN«HO I 1 I I 

r»m»HmH i ) I I 

r-mfiOK lilt 

P^mi-iWtS I I I I 

p»<nom<rf till 
r«mOf>i< I I I I 
r>nO«-iO lilt 
r-ciwmo I I I I 
r^cN<n(N< I I I I 
r«nai.F^< i i i i 
rT««or^O till 
r^(MOD(>« <t I I I 1 

fMoo»-t o I 
r- rvjfTo - 

r»c«nome^ tit.. 
r>n\or4 o Ex H H H H 

r^ciinrtHUOO I uo 
r-Mincio I I I I I I 
r«M(n«HE-i I I I I I I 



33 



(0 

I 



•-^ r- O u J-- r> 

O r- vo X «y CT\ .-I ao -hoo .-imr\j <n o cm o o en — s = r~ 



^SDCXJID: <WO 984804 1A2_L> 



This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 

BEST i^yAIl^ABLKIMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

□ BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR STOES 

□^Iaded text or DRAWBVG 

□ BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

□ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



THIS PAGE BLANK (iia^ 



